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Zusammenfassung 
Adenovirus-vermittelter Gentransfer einer dominant-negativen Mutante 
des Transkriptionsfaktors „cAMP-response element binding protein“ 
(dnCREB) in Kardiomyozyten 
Wei Liu 
 
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Effektes einer adenovirus-vermittelten 
Überexpression einer dominant-negativen Mutante des Transkriptionsfaktors CREB 
(dnCREB) auf die Regulation der Genexpression myokardialer Proteine. An primär 
kultivierten embryonalen Hühner-Kardiomyozyten wurden zunächst optimale 
Bedingungen für die virusvermittelte Expression (Menge eingesetzter Viren, 
Infektionsparameter) bestimmt, und der Effekt einer Überexpression von dnCREB auf 
die durch das cAMP-responsive Element (CRE) vermittelte Aktivierung der 
Gentranskription sowie auf die DNA-Syntheserate und die Expression der 
myokardialen Proteine CSQ, TnI und á-Aktin wurde untersucht. Die Überexpression 
von dnCREB in Hühner-Kardiomyozyten führte zu einer Hemmung der CRE-
vermittelten transkriptionellen Aktivierung. Die DNA-Syntheserate sowie die Expression 
von CSQ, TnI und á-Aktin waren nach Überexpression von dnCREB nicht verändert.  
Anhand von cDNA-Array-Hybridisierungen wurde die Expression von ca. 1200 Genen 
in Kardiomyozyten der Ratte nach Überexpression von dnCREB gleichzeitig 
untersucht. Die Expression einiger ausgewählter Gene, die einen Anstieg der mRNA-
Expression nach Überexpression von dnCREB anhand der cDNA-Array-
Hybridisierungen zeigten, wurde anhand von Northern Blots validiert. Im einzelnen 
wurde die Expression von â-Arrestin 2, der á-Isoform der Proteinkinase C, der á-
Untereinheit des herzspezifischen Natrium-Kanales, der á2-Untereinheit des L-Typ 
Calcium-Kanales sowie der á2-Untereinheit des inhibitorischen Guanin Nukleotid-
bindenden Proteins in Northern-Blot-Analysen untersucht. Bei unveränderter 
Expression von GAPDH war die Expression von Giá-2, der á2-Untereinheit des L-Typ 
Calcium-Kanales, der á-Isoform der Proteinkinase C und â-Arrestin 2 auf 234%, 221%, 
156% und 153% nach Überexpression von dnCREB erhöht. Somit konnten wichtige 
Zielgene einer CRE-vermittelten Regulation der Transkription in Kardiomyozyten 
identifiziert werden. Eine Veränderung der CRE-vermittelten transkriptionellen 
Aktivierung könnte zu der veränderten Genregulation bei der Herzinsuffizienz 
beitragen. 
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AddnCREB Adenovirus zur Überexpression einer dominant-negativen 
CREB-Mutante 




cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat 
CBP CREB-bindendes Protein 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CRE cAMP-responsives Element 
CREB cAMP-responsives Element-bindendes Protein 
CREM cAMP-responsives Element Modulator 





dnCREB dominant-negative CREB-Mutante 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dNTP Deoxyribonukleosidtriphosphat 
dpm decays per minute (= Zerfälle pro Minute) 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
FKS fetal bovine serum (= foetales Kälberserum) 
g 1. Gramm 
2. Erdbeschleunigung (1g = 9,80665 m/s2) 
G-Protein Guanin Nukleotid-bindendes Protein 
GAPDH Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
GFP grünfluoreszierendes Protein 
Gs stimulatorisches G-Protein 
Giá-2 á2-Untereinheit des inhibitorischen G-Proteins  
3H Tritium 




kb Kilobase (= 1000 Basen) 
MOI multiplicity of infection (= Anzahl infektiöser Partikel pro 
Zelle) 
MOPS Morpholinopropansulfonsäure 
mRNA „messenger“-RNA (= Boten-Ribonukleinsäure) 
n Stichprobenumfang 
OD optische Dichte 
p Wahrscheinlichkeit 
P Phosphor 
PBS phosphate buffered saline (= phosphat-gepufferte 
Salzlösung) 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PFU plaque-forming unit (= plaque-bildende Einheit) 
PKA cAMP-abhängige Proteinkinase  




RLA relative Luziferase-Aktivität 
rPKM Ratten-Primärkulturmedium 
rRNA ribosomale RNA 
RT-PCR reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
SDS Natriumlaurylsulfat (= Natriumdodecylsulfat) 
SERCA Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums  
SR sarkoplasmatisches Retikulum 
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1. Einleitung 
 
Die menschliche Herzinsuffizienz ist durch die Unfähigkeit des Herzens 
gekennzeichnet, eine dem Bedarf der Peripherie und dem venösen Angebot 
entsprechende Förderleistung zu erbringen. Als Folge des verringerten 
Herzzeitvolumens des insuffizienten Herzens kann der Bedarf an Sauerstoff in 
der Peripherie nicht gedeckt werden. Die Herzinsuffizienz ist das gemeinsame 
Endbild verschiedener kardialer Erkrankungen und stellt eine Haupttodes-
ursache in westlichen Industrieländern dar (Cohn et al. 1986). Etwa 1% der 
Bevölkerung sind weltweit von der Herzinsuffizienz betroffen, und mit einer 
mittleren Überlebenswahrscheinlichkeit von ca. 2 bzw. 3 Jahren für Männer und 
Frauen hat die Herzinsuffizienz eine vergleichbar schlechte Prognose wie 
verschiedene Malignome (Ho et al. 1993).  
 
Neben morphologischen Auffälligkeiten (Dilatation, Hypertrophie) weist das 
insuffiziente Herz charakteristische funktionelle Störungen auf. Die auffälligste 
Veränderung ist eine verminderte Potenz und Effektivität cAMP-erhöhender 
positiv inotrop wirkender Substanzen (z.B. â-Adrenozeptor-Agonisten oder 
Hemmstoffe der Phosphodiesterase) bei unveränderter Wirkung cAMP-
unabhängiger Stimuli (z.B. Digitalis). So ist bei herzinsuffizienten Patienten der 
positiv inotrope Effekt von â-adrenerg wirkenden Catecholaminen 
abgeschwächt (Übersicht bei Mittmann et al. 1998), und in Einklang mit diesem 
klinischen Befund zeigten Untersuchungen an elektrisch gereizten 
Muskelpräparaten aus menschlichen explantierten insuffizienten Herzen eine 
verminderte Potenz und Effektivität des â -Adrenozeptor-Agonisten Isoprenalin 
(Bristow et al. 1982; Schmitz et al. 1987). Ein anderes charakteristisches 
Phänomen des insuffizienten Herzens ist die sogenannte "negative Treppe" 
oder die sog. "negative Kraft-Frequenz-Beziehung", also der Befund, dass an 
elektrisch gereizten Herzmuskelpräparaten aus insuffizienten Herzen eine 
Erhöhung der Stimulationsfrequenz keinen Anstieg oder sogar einen Abfall der 
Kontraktionskraft bewirkt - anders als im nicht insuffizienten Herzen, wo die 
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Kontraktionskraft mit der Stimulationsfrequenz zunimmt (Mulieri et al. 1992; 
Davies et al. 1995).  
 
In insuffizienten menschlichen Herzen werden verschiedene kardiale 
regulatorische Proteine im Vergleich mit nicht insuffizienten Herzen vermehrt 
oder vermindert exprimiert. Unter diesen haben solche Proteine ein besonderes 
Interesse auf sich gezogen, die in die cAMP-abhängige Signaltransduktion und 
in die Homöostase der zytosolischen Calciumionenkonzentration involviert sind, 
da Veränderungen dieser Proteine zumindest teilweise die oben genannten 
funktionellen Störungen des insuffizienten Herzens erklären können (Abbildung 
1, Seite 7). In insuffizienten Herzen wurde eine Herabregulation und/oder 
Entkopplung von â-Adrenozeptoren beobachtet, die selektiv den â1-Subtyp bei 
dilatativer Kardiomyopathie und â1- und möglicherweise auch â 2-Subtypen bei 
ischämischer Kardiomyopathie betraf (Übersicht bei Brodde 1991). Dieser 
Befund und eine gesteigerte Expression inhibitorischer Guanin Nukleotid-
bindender Proteine (Giá) (Feldman et al. 1988; Neumann et al. 1988; Böhm et 
al. 1990) führen zu einer Dominanz inhibitorischer Einflüsse auf die Aktivität der 
Adenylatcyclase und können daher die verminderte Potenz und Effektivität von 
â-Adrenozeptor-Agonisten auf die Kontraktionskraft und die Bildung von cAMP 
im insuffizienten Herzen erklären (Bristow et al. 1989; Danielsen et al. 1989). Im 
weiteren wurden Expressionsveränderungen calciumregulierender Proteine 
sowie von Proteinen des kontraktilen Apparates beobachtet, und diese und 
weitere, bislang nicht bekannte Expressionsveränderungen myokardialer 
Proteine werden nach heutigem Kenntnisstand als eine wesentliche Ursache für 
die funktionellen Störungen des insuffizienten Herzens angesehen (Übersicht 
bei Schmitz et al. 1996; Mittmann et al. 1998; Müller et al. 2000).  
 
Im Detail und auf molekularer Ebene ist die Regulation der veränderten 
Genexpression im insuffizienten Herzen nicht bekannt. Es wird jedoch 
angenommen, dass eine Aktivierung verschiedener humoraler Systeme dazu 
beiträgt. So reagiert der Organismus auf die Abnahme des Herzminuten-
volumens und der Organperfusion als Folge einer Herzinsuffizienz u.a. mit einer 
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Aktivierung des sympathoadrenergen Systems und konsekutiver Erhöhung der 
Plasmanoradrenalinspiegel sowie mit einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-
II-Aldosteron-Systems mit vermehrter Vasopressinfreisetzung (Packer 1992). 
Verschiedene Studien belegten dabei eine besondere Bedeutung der 
chronischen â-adrenergen Stimulation durch vermehrt ausgeschüttete Plasma-
catecholaminspiegel für die Entstehung bzw. Progression der Herzinsuffizienz 
(Cohn et al. 1984; Daly und Sole 1990). Übereinstimmend mit dieser Hypothese 
wurde eine Verbesserung der Prognose und Symptomatik herzinsuffizienter 
Patienten nach mehrmonatiger Therapie mit â-Adrenozeptor-Antagonisten 
belegt (Packer et al. 1996; MERIT-HF Study Group 2000), während Therapien 
mit â-Adrenozeptor-Agonisten mit einer erhöhten Letalität einhergingen (The 
Xamoterol in Severe Heart Failure Study Group 1990). Eine Therapie 
herzinsuffizienter Patienten mit â-Adrenozeptor-Antagonisten führte zu einer 
Wiederherstellung der verminderten â-Adrenozeptordichte und der erhöhten 
Expression des inhibitorischen G-Proteins Gi und somit zumindest zum Teil zu 
einer Rückbildung von Expressionsveränderungen myokardialer Proteine 
(Motomura et al. 1990; Sigmund et al. 1996). Im weiteren sprechen Daten an 
einem Tiermodell chronischer â-adrenerger Stimulation für eine Beteiligung 
erhöhter Plasmacatecholamine an der Regulation von Expressionsverände-
rungen im insuffizienten Herzen. So wurden nach mehrtägiger â -adrenerger 
Stimulation von Ratten in-vivo ähnliche Veränderungen der myokardialen 
Morphologie, Funktion und Genexpression nachgewiesen, wie sie auch bei der 
menschlichen Myokardinsuffizienz beobachtet wurden (Eschenhagen et al. 
1991, 1992a; Mende et al. 1992; Müller et al. 1993). Von daher wird 
angenommen, dass einer chronischen â-adrenergen Stimulation eine 
bedeutende Rolle in der Pathogenese der Herzinsuffizienz zukommt. 
 
Die Steuerung der Gentranskription, also der Ablesung von DNA zu RNA, durch 
Transkriptionsfaktoren stellt einen grundlegenden Mechanismus der Expres-
sionsregulation dar (Übersicht bei Papavassiliou 1995). Transkriptionsfaktoren 
binden an spezifische DNA-Sequenzen (Konsensuselemente) in den Promotor-
regionen der dadurch regulierten Zielgene und führen durch eine Aktivierung 
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der RNA-Polymerase zu einer gesteigerten Transkription dieser Gene in Abhän-
gigkeit verschiedener intrazellulärer Signalwege (Übersicht bei Hill und Treis-
man 1995). Dabei stellt die transkriptionelle Regulation durch das cAMP-
responsive Element (CRE) und die daran bindenden Transkriptionsfaktoren der 
CREB/CREM-Familie einen wichtigen Mechanismus einer cAMP-abhängigen 
Expressionsregulation dar. Das CRE besteht aus der DNA-Sequenz 
TGACGTCA und findet sich u.a. in Promotoren einer Vielzahl kardialer regula-
torischer Proteine (Meyer und Habener 1993). Auch wenn eine Bedeutung einer 
CRE-vermittelten transkriptionellen Regulation nicht in allen Beispielen 
experimentell bestätigt wurde, wurden u.a. cAMP-responsive Elemente in den 
Promotoren der Gene für den â 1- und den â2-Adrenozeptor, Phospholamban, 
die Protein Phosphatase 2Aá, den K+-Kanal Kv1.5, das Proto-Onkogen c-fos 
sowie für TGF (transforming growth factor)-â3 gefunden, also in den 
Promotoren mehrerer für die Herzfunktion relevanter Gene (Übersicht bei Müller 
et al. 2000). Das CRE-bindende Protein (CREB) hat ein apparentes 
Molekulargewicht von 43 kDa und wird ubiquitär exprimiert (Übersicht bei 
Montminy 1997). Von CREB existieren zwei alternativ gesplissene Isoformen 
CREB341 und CREB327, die sich durch die An- bzw. Abwesenheit eines 42 bp 
langen Exons bzw. von 14 Aminosäuren unterscheiden. Beide Isoformen 
werden sowohl in menschlichen Herzen (Müller et al. 1995a) als auch in Herzen 
anderer Tiere, z.B. Hühner (Goldspink und Russell 1994) und Ratten (Gonzalez 
et al. 1989), exprimiert. CREB bindet als Homodimer oder als Heterodimer mit 
anderen Mitgliedern der CREB/CREM/ATF-Familie von Transkriptionsfaktoren 
an das CRE, und die Phosphorylierung von Serin 133 (in CREB341) bzw. 119 
(in CREB327) durch die cAMP-abhängige Proteinkinase A oder die Calcium-
Calmodulin-abhängige Proteinkinase führt zu einer Konformationsänderung von 
CREB und vermittelt über das CREB-bindende Protein CBP eine Aktivierung 
des Transkriptionskomplexes und der RNA-Polymerase (Abbildung 1). Weitere 
Phosphor-Akzeptor-Stellen wurden im CREB-Protein beschrieben, deren 
funktionelle Bedeutung wie auch die Rolle anderer beteiligter Kinasen ist jedoch 
bis heute ungeklärt. Mit Hilfe einer dominant-negativen Mutante von CREB 
(dnCREB), bei der Serin 133 gegen Alanin ausgetauscht wurde und die 
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demnach an dieser Stelle nicht phosphoryliert werden kann, konnte jedoch 
gezeigt werden, dass diese Phosphorylierung sowohl hinreichend als auch 
notwendig für eine transkriptionelle Aktivierung durch CREB ist (Struthers et al. 
1991). 
 
Verschiedene Arbeiten deuten auf eine spezifische Rolle einer transkriptionellen 
Aktivierung durch CREB für die Regulation von Expressionsveränderungen am 
insuffizienten Herzen. CREB wird im menschlichen Herzen und in den Herzen 
anderer Spezies exprimiert (s.o.), und eine verminderte Expression von CREB 
wurde in einem Tiermodell â-adrenerger Stimulation und in primär kultivierten 
Hühner-Kardiomyozyten nach Stimulation mit Forskolin, einem Aktivator der 
Adenylatcyclase, beobachtet (Müller et al. 1995b und 2001). Dabei führte 
Forskolin in mit einem CRE-kontrollierten Reportergenkonstrukt transient 
transfizierten Kardiomyozyten zu einer Desensitivierung der durch das CRE 
vermittelten transkriptionellen Aktivierung, d.h. eine chronische Stimulation des 
â-adrenergen Signaltransduktionsweges führt am Herzen zu einer Hemmung 
der CRE-vermittelten transkriptionellen Aktivierung. Die o.g. dominant-negative 
CREB-Mutante dnCREB wurde in einem transgenen Mausmodell herz-
spezifisch überexprimiert, und diese Tiere wiesen einen kardialen Phänotyp im 
Sinne einer Herzinsuffizienz auf (Fentzke et al. 1998). Dies legt einen funktio-
nellen Zusammenhang zwischen einer Hemmung der CRE-vermittelten 
transkriptionellen Aktivierung und der Herzinsuffizienz nahe. Jedoch wurde in 
diesem Modell lediglich eine Phänotypisierung der Herzinsuffizienz mit 
physiologischen Methoden durchgeführt. Völlig unklar ist bisher, ob und welche 
Zielgene im Herzen verändert exprimiert werden, und ob diese zumindest 
teilweise die Entwicklung einer Herzinsuffizienz erklären könnte. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden Effekte einer adenovirus-vermittelten Über-
expression von dnCREB in primär kultivierten Kardiomyozyten des Huhnes und 
der Ratte untersucht. Dabei wurde der Frage nachgegangen, ob die Expression 
funktionell bedeutsamer kardialer regulatorischer Proteine in Kardiomyozyten 
durch dnCREB beeinflusst wird. Dabei konnten indirekte (z.B. humorale oder 
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parakrine) Effekte auf die myokardiale Genexpression durch die Untersuchung 
an isolierten Kardiomyozyten, einer weitgehend homogenen Zellpopulation, 
ausgeschlossen werden. Die Genexpression in infizierten Kardiomyozyten 
wurde durch cDNA-Array-Hybridisierung untersucht, die die vergleichende 
Messung der mRNA-Expression mehrerer Hundert Gene in einem Experiment 
erlaubt. In nachfolgenden Northern-Blot-Analysen wurde die Expression 
ausgewählter Gene zur Validierung der cDNA-Array-Hybridisierung untersucht. 
Als wichtige Ergebnisse dieser Arbeit können Befunde angesehen werden, 
dass eine virusvermittelte Expression von dnCREB zu einer gesteigerten 
Expression der á2-Untereinheit von Gi, der á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-
Kanales, der Proteinkinase C-á sowie von â-Arrestin 2 führt, deren Expression 
entweder bei menschlicher Herzinsuffizienz oder in tierexperimentellen 
Modellen der Herzinsuffizienz ebenfalls gesteigert ist. Demnach lassen die in 
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Resultate den Schluss zu, dass eine 
CRE-vermittelte transkriptionelle Aktivierung an der Regulation funktionell 








































Abbildung 1: â-Adrenozeptor-Signaltransduktionsweg 
Vereinfachte schematische Darstellung kardialer regulatorischer Proteine und 
einer möglichen funktionellen Bedeutung der CRE-vermittelten transkrip-
tionellen Aktivierung in einer Herzmuskelzelle aus einem insuffizienten Herzen. 
Die Aktivität der membranständigen Adenylatcyclase (AC) wird nach 
Stimulation von â-Adrenozeptoren (â), vermittelt durch das stimulierende G-
Protein Gs, gesteigert und nach Aktivierung inhibitorischer Rezeptoren, z.B. M2-
Cholinozeptoren, vermittelt durch das inhibitorische G-Protein Gi, gehemmt. 
Eine gesteigerte Aktivität der Adenylatcyclase hat eine Erhöhung der 
zytosolischen Konzentration des intrazellulären Botenstoffes cAMP und in 
Konsequenz eine Aktivierung der cAMP-abhängigen Proteinkinase (PKA) zur 
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Fortsetzung der Abbildung 1 
Folge. Substrate der PKA sind u.a. das sarkoplasmatische Protein Phos-
pholamban (PLB), das in unphosphoryliertem Zustand die Aktivität der Ca2+-
ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) hemmt und nach 
Phosphorylierung durch die PKA über eine Deinhibition der SERCA-Aktivität zu 
einer Erhöhung der Kontraktionskraft im Herzen führt, sowie der spannungs-
abhängige L-Typ Calcium-Kanal, bei dem die PKA-abhängige Phosphorylierung 
zu einer erhöhten Offenwahrscheinlichkeit führt. Der Transkriptionsfaktor CREB 
bindet als Homodimer oder Heterodimer mit anderen Mitgliedern der 
CREB/CREM/ATF-Familie von Transkriptionsfaktoren an cAMP-responsive 
Elemente (CREs, TGACGTCA) in verschiedenen Genpromotoren. Die PKA-
abhängige Phosphorylierung von CREB an Serin 133 bzw. 119 führt über das 
CREB-bindende Protein (CBP) letztlich zu einer Aktivierung des Transkrip-
tionskomplexes (TK) und zu einer gesteigerten Transkription des entsprechen-
den Genes. Es ist denkbar, dass die bei herzinsuffizienten Patienten erhöhten 
Plasmacatecholaminspiegel über eine chronische Stimulation des cAMP-
abhängigen Signalweges zu einer veränderten Ansprechbarkeit der CRE-ver-
mittelten transkriptionellen Aktivierung führen und zu der Regulation von 
Expressionsveränderungen im insuffizienten Herzen, z.B. einer Verminderung 
der â1-Adrenozeptor-Dichte bzw. einer gesteigerten Expression von Gi, 
beitragen. 
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2. Material und Methode 
2.1 Rekombinante Adenoviren 
2.1.1 Verwendete rekombinante Adenoviren zur Expression 
von dnCREB, GFP und LacZ 
Die verwendeten rekombinanten Adenoviren wurden freundlicherweise von Dr. 
Y. Wang, Baltimore, USA (AddnCREB, AdGFP) sowie von Dr. T. Dobner, 
Regensburg (AdLacZ) zur Verfügung gestellt.  
 
2.1.2 Präparation von rekombinanten Adenoviren in großem 
Maßstab 
Alle rekombinanten replikationsdefizienten Adenoviren wurden in permissiven 
HEK293-Zellen vermehrt, die die für die Replikation erforderlichen und die den 
replikationsdefekten Adenoviren fehlenden Virusproteine exprimieren. HEK293-
Zellen wurden in HEK293-Medium kultiviert und mit 1 x 104 PFU pro 
Kulturflasche (175 cm2) Adenoviren infiziert. 
Zur Infektion wurden pro Kulturflasche mit zu 70% konfluenten HEK293-Zellen 
(175cm2) 1 x 104 PFU des jeweiligen Virus zugegeben. Die infizierten Zellen 
wurden im Brutschrank bei 37oC und 5% CO2 für eine Stunde inkubiert, bevor 
pro Flasche 25 ml HEK293-Medium zugegeben wurden. 4-5 Tage später 
wurden die Zellen mechanisch durch Schütteln abgelöst und bei 22oC, 350 x g 
für 5 Minuten abzentrifugiert (Hettich Zentrifuge, Universal 16/16R, Firma 
Hettich, Tuttlingen). Das Zellpellet wurde in 10 ml PBS + Mg2+ resuspendiert 
und erneut zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde in 2,5 ml HEPES (0,1 
mM, pH 7,4) resuspendiert. Durch dreimaliges Einfrieren mit Hilfe von flüssigem 
Stickstoff und anschließendes Auftauen bei 37oC im Wasserbad wurden die 
Zellen lysiert. Durch Zentrifugation (Hettich Zentrifuge, Universal 16/16R) bei 
22oC, 3000 x g für 12 Minuten wurden die Zellbestandteile abgetrennt, und der 
Überstand (Rohlysat mit Adenoviren) wurde aliquotiert bei -80oC gelagert. 
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2.1.3 Titration von rekombinanten Adenoviren: Plaque-Assay 
HEK293-Zellen wurden in 6-cm Kulturschalen (Firma Nunc GmbH, Wiesbaden) 
bis zum Erreichen von ca. 70%-iger Konfluenz kultiviert. Zur Infektion wurden 
die Zellen für 1 Stunde mit unterschiedlichen Titern der entsprechenden Adeno-
viren im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Infektionsmedium abgesaugt, 
und die Zellen wurden mit 5 ml First Agar Overlay-Lösung überschichtet und im 
Brutschrank inkubiert. Alle 2-3 Tage wurden die Zellen mit 3 ml Second Agar 
Overlay-Lösung überschichtet. Am 7. Tag nach der Infektion wurden die Zellen 
durch Zugabe von Neutralrot-Agar gefärbt. Lebende Zellen färbten sich rot an. 
Virusbedingte Plaques wurden etwa 8 Stunden nach Anfärbung sichtbar. Die 
Zahl der Plaques wurde gezählt und auf das Volumen der zur Infektion 
verwendeten Viruslösung bezogen (PFU/µl). Die Zahl der in den folgenden 
Experimenten zur Infektion von Hühner- bzw. Ratten-Kardiomyozyten 
eingesetzten Adenoviren wurde in MOI (multiplicity of infection) angegeben, 
also als Anzahl infektiöser Adenoviren pro Zelle. 
 
2.1.4 Substanzen, Lösungen und Medien 
Alle Lösungen und Medien wurden durch Autoklavieren oder durch Filtration 
sterilisiert. 
1. HEK293-Medium: 
 Dulbecco´s modified Eagle´s Medium (GibcoBRL, Eggenstein)  
 10% FKS (GibcoBRL, Eggenstein)  
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
2. Infektionsmedium:   
 Dulbecco´s modified Eagle´s Medium (GibcoBRL, Eggenstein) 
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
3. PBS + Mg2+ (pH 7,4): 
 137 mM NaCl  
 2,7 mM KCl 
 8 mM Na2HPO4· 2 H2O 
 1,5 mM KH2PO4 
 0,9 mM CaCl2· 2 H2O 
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 0,5 mM MgCl2· 6 H2O 
4. First Agar overlay-Lösung (pH 7,4): 
 50% (v/v) modified Eagle´s Medium 2 x (GibcoBRL, Eggenstein) 
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
 0,75% NaHCO3  
 4,0% FKS (GibcoBRL, Eggenstein) 
 0,65% Agar (Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe) 
5. Second Agar Overlay-Lösung (pH 7,4): 
 50% (v/v) modified Eagle´s Medium 2 x (GibcoBRL, Eggenstein) 
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
 0,375% NaHCO3 
 2,0% FKS (GibcoBRL, Eggenstein) 
 0,65% Agar (Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe) 
6. Neutralrot-Agar (pH 7,4): 
 50% (v/v) modified Eagle´s Medium 2 x (GibcoBRL, Eggenstein) 
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
 0,375% NaHCO3  
 2,0% FKS (GibcoBRL, Eggenstein) 
 0,007% (v/v) Neutralrot (GibcoBRL, Eggenstein)   
 0,65% Agar (Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe) 
 
2.2 Embryonale Hühner-Kardiomyozyten 
2.2.1 Versuchsmaterial 
Für den Versuch wurden 11 Tage alte befruchtete Hühner-Eier (Firma 
Brinkschulte, Senden) verwendet. 
 
2.2.2 Primärkultur von Hühner-Kardiomyozyten 
Die 11 Tage alten befruchteten Eier wurden mit dem stumpfen Ende einer 
Pinzette geöffnet, und die Hühnerembryonen wurden aus dem Ei heraus-
gezogen und durch Dekapitation getötet. Nach Eröffnen des Brustkorbes wurde 
das Herz entnommen und in einer Zellkulturschale mit Dulbecco’s Medium 
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(GibcoBRL, Eggenstein) von Gefäßen und anderen Geweben gesäubert und 
mit einem Skalpell in Gewebestücke von ca. 1 mm Kantenlänge zerkleinert. 
Nach Zentrifugation (Hettich Zentrifuge, Universal 16/16R) bei 640 x g, für 5 
Minuten bei Raumtemperatur wurde ein Verdau mit 0,25% Trypsin bei 
Raumtemperatur durchgeführt. Nach Absenken der Gewebestücke wurde der 
trypsin-haltige Überstand abgesaugt und ein zweiter Verdau von 
Gewebestücken mit 0,25% Trypsin für 15 Minuten bei 37oC durchgeführt. 
Anschließend wurden die sedimentierten Gewebestücke mit 0,1% Collagenase-
Lösung für 30 Minuten bei 37oC behandelt, und nach Abpipettieren des 
Überstands folgte ein erneuter 15-minütiger Verdau mit 0,1% Collagenase-
Lösung bei Raumtemperatur. Nach erneuter Sedimentation der Gewebestücke 
wurde der trübe, zellhaltige Überstand entnommen und der Überstand mit den 
einzelnen Zellen in eine mit Collagen-Lösung (0,15%) beschichtete Petrischale 
mit 10 ml Dulbecco’s Medium/15% FKS überführt. Dabei diente der Anteil an 
FKS der Inaktivierung der Collagenase. Dieser Vorgang - Zugabe von 
Collagenase und Überführen des Überstandes - wurde bis zum vollständigen 
Verdau der Gewebestücke wiederholt. Die Kulturschale mit der Zellsuspension 
wurde bei 37oC für 30 Minuten inkubiert, um die schneller sedimentierenden 
Fibroblasten von langsamer sedimentierenden Kardiomyozyten abzutrennen 
(Werdan und Erdmann 1989). Der Überstand wurde bei 350 x g, für 5 Minuten 
bei Raumtemperatur zentrifugiert (Hettich Zentrifuge, Universal 16/16R), und 
das Zellpellet wurde in Primärkulturmedium (PKM) aufgenommen. Mit Hilfe 
einer Neubauer-Kammer (Fischer Labworld, Bremen) wurde die Zellzahl an 
Aliquoten bestimmt, und die Zellen wurden in Kulturschalen mit einer Dichte von 
200.000 Zellen/cm2 ausplattiert. Jeden Tag wurde das Medium erneuert, und 
nach 2 Tagen wurden die Zellen mit rekombinanten Adenoviren infiziert. Dafür 
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 
rekombinanter Adenoviruslösung, verdünnt im Dulbecco’s Medium mit 100.000 
E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin, für 6 Stunden bei 37oC und 5% CO2 
inkubiert. Danach wurde die Infektionslösung durch PKM ersetzt. Am 4. Tag der 
Kultur wurden die Zellen mit einem Zellkulturschaber abgelöst und 
anschließend zur weiteren Verwendung gelagert. 
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Medien und Lösungen: 
Alle Lösungen und Medien wurden durch Autoklavieren oder durch Filtration 
sterilisiert. 
1. 0,25% Trypsin-Lösung: 
 0,5% Trypsin-EDTA 250 ml (Boehringer, Mannheim) 
 250 ml PBS 
2. 0,1% Collagenase-Lösung: 
 500 mg lyophilisierte Collagenase CLS II (Biochrom Berlin, Lot: D7S1129; 
Typ 2 Collagenase) 
 500 ml PBS 
3. Collagen-Lösung (0,15%): 
 150 mg Collagen bovin achilles tendon CL (Worthington Biochemical Co, 
NJ, USA) 
 100 ml PBS 
4. Dulbecco’s Medium/15% FKS: 
75% (v/v) Dulbecco’s Medium(GibcoBRL, Eggenstein) 
15% (v/v) FKS (GibcoBRL, Eggenstein) 
5. Primärkulturmedium: 
 86% (v/v) Dulbecco’s Medium (GibcoBRL, Eggenstein) 
 10% (v/v) Horse Serum (GibcoBRL, Eggenstein) 
 2% (v/v) Chick Embryo Extract (GibcoBRL, Eggenstein) 
 2 mM L-Glutamin (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) 
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
6. PBS (pH 7,45):   
 137 mM NaCl 
 2,7 mM KCl 
 8 mM Na2HPO4· 2 H2O 
 1,5 mM KH2PO4 
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2.2.3 In-situ Anfärbung von Zellen für â -Galactosidase-
Aktivität 
Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt, und die Zellen wurden zweimal 
mit PBS gewaschen und in 0,25% (v/v) Glutaraldehydlösung für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur fixiert. Danach wurde die Glutaraldehydlösung entfernt, und 
die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen. Dann wurden 40 µl X-Gal-
Lösung pro Well von 1,5 cm Durchmesser (24-Well Plate) auf die fixierten 
Zellen gegeben, und die Zellen wurden für weitere 2-3 Stunden bei 37oC 




1. 0,25% Glutaraldehydlösung: 
 25% Glutaraldehyd 1 ml (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 
 99 ml PBS 
2. X-Gal-Lösung: 
 0,2% X-Gal (Bromochloroindolylgalactopyranosid) (Boehringer, Mannheim) 
 2 mM MgCl2 
 5 mM K4Fe(CN)6· 3 H2O 
 5 mM K3Fe(CN)6 
 
2.2.4 Untersuchung der Proteinexpression 
2.2.4.1 Präparation des Protein-Extraktes 
Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen 
und in 200 µl Bicarbonat-SDS (s.u.) Puffer (pro Schale mit 6 cm Durchmesser) 
abgekratzt, und die Proteinlösung wurde mit Hilfe einer Spritze und einer 23G-
Kanüle durch wiederholtes Durchspülen homogenisiert.  
 
Lösungen: 
1. Bicarbonat-SDS Puffer: 
 3 Teile 10 mM NaHCO3 
 1 Teil 20% SDS (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
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2.2.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry 
Die Messung des Proteingehaltes erfolgte in einem Photometer (Kontron 
Instruments AG, Zürich, Schweiz) nach Lowry (1951). Eine Standardkurve 
wurde unter Verwendung verschiedener Konzentrationen von Rinder-
serumalbumin erstellt.  
 
2.2.4.3 Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
Die Homogenate wurden mit SDS und NaHCO3 auf eine SDS-Konzentration 
von 5% und eine Proteinkonzentration von 1 µg/µl eingestellt. Die Elektro-
phorese wurde auf 10%-igen Polyacrylamidgelen (Sammelgel 4%) nach Lämmli 
(1970) durchgeführt. 100 µg Protein wurden pro Spur aufgetragen. Auf weiteren 
Spuren wurden ein Molekulargewichtsstandard und ein auf allen Gelen 
identisches Kontrollproteinextrakt zum Vergleich verschiedener Gele geladen. 
Der Molekulargewichtsstandard (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ, USA) 
bestand aus Phosphorylase b (94 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa), 
Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa), Trypsininhibitor (20,1 kDa) und 
á-Lactalbumin (14,4 kDa). Die Elektrophorese wurde für 30 Minuten in 
Elektrodenpuffer bei einer Stromstärke von 40 mA, dann für 2 Stunden bei 60 
mA in einer vertikalen Elektrophoresekammer Hoefer SE 600 (HSI, San 
Francisco, USA) durchgeführt. Die Temperatur wurde durch ein Kühlbad 
konstant bei 4°C gehalten.  
 
Lösungen: 
1. 10%-iges Gel: 
 50% Porzio Puffer 
 33% Acrylamidlösung 
 8% Glycerin (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 8% Aqua bidest. 
 0,08% TEMED (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
 0,04% Ammonium Persulfate (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
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2. 4%-iges Gel: 
 25% Oberer Puffer 
 13% Acrylamidlösung 
 0,06% TEMED (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
 0,1% Ammonium Persulfate (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
3. Porzio Puffer (pH 8,8): 
 0,2 M Tris (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 0,6 M Glycin (Merck, Darmstadt) 
 0,12 mM EDTA (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 
 0,2% SDS (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 10% Glycerin (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 0,4% Polyacrylamid (BDH Chemicals, Poole, England) 
4. Acrylamidlösung: 
 30% Acrylamid (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 1,5% Bis-Acrylamid (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
5. Oberer Puffer (pH 6,8): 
 0,5 M Tris (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 0,4% SDS (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA)  
6. Eletrodenpuffer (pH 8,8): 
 50 mM Tris (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 150 mM Glycin (Merck, Darmstadt) 
 1% SDS (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 
2.2.4.4 Western Blot 
Nach Elektrophorese im Polyacrylamidgel erfolgte der elektrophoretische 
Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (BA 85, Schleicher & Schüll, Dassel) 
in Transferpuffer für 180 Minuten bei 1,5 A. Der Transfer wurde durch Färbung 
mit Ponceau-Rot (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) kontrolliert.                                                      
 
Lösungen: 
1. Transferpuffer (pH 7,4): 
 42 mM Na2HPO4 
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 8 mM NaH2PO4 
 
2.2.4.5 Immunologische Identifizierung der Proteine 
Für eine immunologische Quantifizierung spezifischer Proteine wurden die mit 
den jeweiligen Migrationshöhen korrespondierenden Regionen aus der 
Nitrocellulosemembran ausgeschnitten, und die Ponceau-Rot-Färbung wurde 
durch Waschen mit Aqua bidest. entfernt. Danach wurden die Streifen für 30 
Minuten mit Puffer B inkubiert, um die unspezifische Bindung zu reduzieren. 
Anschließend wurden die Nitrocellulosestreifen mit entsprechenden Antikörpern 
gegen CREB (polyklonal, Upstate Biotechnology, New York, USA), gegen 
Calsequestrin (CSQ) (monoklonal, Jones et al. 1998), gegen die inhibitorische 
Untereinheit des Troponins (TnI) (monoklonal, Bodor et al. 1997) sowie gegen 
á-Aktin (monoklonal, Upstate Biotechnology, New York, USA) über Nacht bei 
4oC inkubiert. Anti-CREB und Anti-á-Aktin wurden jeweils 500-fach in Puffer B 
verdünnt, Anti-CSQ und Anti-TnI entsprechend 1000-fach bzw. 2500-fach. 
Danach wurden die Nitrocellulosestreifen für 2 Minuten mit Puffer A, dann 
zweimal 2 Minuten mit Puffer C und zuletzt 2 Minuten mit Puffer A gespült. Die 
Antigen-Antikörper-Bindung wurde anschließend durch eine zweistündige 
Inkubation mit 125Jod-markiertem Protein A (1:500 in Puffer B) autoradiografisch 
visualisiert. Die nicht an Antikörper gebundene Radioaktivität wurde durch 
jeweils fünfminütiges Waschen mit Puffer A, dann zweimaliges Waschen mit 
Puffer C und zuletzt mit Puffer A entfernt. Die luftgetrockneten Membranen 
wurden mit Hilfe eines PhosphorImager®-Auswertungsgerätes (Molecular 
Dynamics GmbH, Krefeld) und der ImageQuantTM-Software (Molecular 
Dynamics GmbH, Krefeld) ausgewertet. 
 
Lösungen: 
1. Puffer A (pH 7,4): 
 154 mM NaCl 
 13 mM Tris (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
2. Puffer B: 
 Puffer A   
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 2% Bovine Serum Albumin (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
3. Puffer C: 
 Puffer A   
 0,1% Tween 20 (Merck, Darmstadt) 
 
2.2.4.6 Auswertung des Western Blots 
Die Intensität der einzelnen Banden wurde mit Hilfe des PhosphorImager®-
Auswertungsgerätes unter Abzug der Hintergrund-Radioaktivität ermittelt, und 
die einzelnen Werte wurden auf die Signalstärke einer auf jedem Blot 
mitgeführten Referenzprobe (Kontrollprotein) bezogen, um einen Abgleich der 
verschiedenen Blot-Membranen zu ermöglichen. 
 
2.2.5 Luziferase-Assay 
2.2.5.1 Behandlung der Zellen 
Um die durch das cAMP-responsive Element vermittelte Aktivierung der 
Gentranskription zu untersuchen, wurden Hühner-Kardiomyozyten am 1. Kultur-
tag mit einem durch 4 cAMP-responsive Elemente kontrollierten Photinus 
pyralis-Luziferase-Reportergenkonstrukt (Oetjen et al. 1994) transient trans-
fiziert (0,4 µg/400.000 Zellen), das uns von Frau Dr. E. Oetjen (Göttingen) 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurde. Die Zellen wurden mit einem 
durch den frühen Genpromotor des Cytomegalie-Virus kontrollierten Renilla 
reniformis-Luziferase-Kontrollvektor (0,1 µg/400.000 Zellen) kotransfiziert, um 
durch die getrennte Bestimmung der Aktivitäten beider Luziferase-Isoenzyme 
mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen Kit-Systemes (Dual LuziferaseTM 
Reporter Assay System, Promega GmbH, Mannheim) die auf die 
Transfektionseffizienz standardisierte, CRE-vermittelte transkriptionelle Aktivität 
zu bestimmen. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe des Superfect-Reagenz 
(Qiagen GmbH, Hilden) (3 µl/µg DNA) nach Angabe des Herstellers. 
Am 2. Kulturtag wurden die transfizierten Zellen mit 0, 1,25 und 5 MOI 
AddnCREB bzw. AdCtr wie unter 2.2.2 beschrieben infiziert. Am 4. Kulturtag 
wurden die Zellen mit 0,01 mM Forskolin, einem Aktivator der Adenylatcyclase, 
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bzw. zur Kontrolle mit dem verwendeten Lösungsmittel Dimethylsulfoxid 
(DMSO) für 6 Stunden behandelt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und 
in „Passive-Lysis-Buffer“ (Promega GmbH, Mannheim) bei 37oC, 5% CO2 für 15 
Minuten inkubiert, um die Zellen zu lysieren. Das Zell-Lysat wurde bis zur 
weiteren Verwendung bei –80oC gelagert. 
 
2.2.5.2 Messung der Luziferase-Aktivität 
Die Luziferase-Aktivitäten in den jeweiligen Zellextrakten wurden mit Hilfe des 
Dual LuziferaseTM Reporter Assay Systems (Promega GmbH, Mannheim) unter 
Verwendung eines Luminometers (Typ LB9501, Berthold, Wildbad) gemessen. 
Zu diesem Zweck wurden die Zell-Lysate aufgetaut und für 30 Sekunden bei 
14000 x g in einer Tischzentrifuge (Typ 5415c, Eppendorf, Hamburg) 
zentrifugiert, um Zellreste abzutrennen. Für die Messung der Photinus pyralis-
Luziferase wurden 10 µl Zell-Lysat mit 10 µl „Luziferase-Assay Reagenz 
II“ (Promega GmbH, Mannheim) in einem Messröhrchen vermischt, und die 
Chemolumineszenz wurde mit 6 Sekunden Integrationszeit im Luminometer 
gemessen. Durch Zugabe von 10 µl „Stop+GloTM Reagenz“ (Promega GmbH, 
Mannheim) wurde die Photinus pyralis-Luziferase Reaktion gestoppt und die 
Messung der Renilla reniformis-Luziferase durchgeführt.  
 
2.2.5.3 Auswertung 
Die Photinus pyralis-Luziferase-Aktivitäten wurden auf die jeweiligen Renilla 
reniformis-Luziferase-Aktivitäten  bezogen, um durch eventuell unterschiedliche 
Transfektionseffizienzen herrührende Unterschiede auszugleichen. Die so 
normalisierten Messwerte der mit Forskolin stimulierten Zellen wurden auf die 
Messwerte der mit DMSO behandelten Kontrollzellen bezogen.  
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2.2.6  Untersuchung der DNA-Replikation: [3H]-Thymidin-
Einbau 
2.2.6.1 Behandlung der Zellen 
Die in 6-cm Kulturschalen (Nunc GmbH, Wiesbaden) kultivierten Zellen wurden 
am 2. Kulturtag mit 2,5 MOI AddnCREB bzw. AdCtr wie unter 2.2.2 beschrieben 
infiziert und für weitere 2 Tage kultiviert. Am 4. Tag wurde 1 µCi [³H]-Thymidin 
(Amersham Buchler GmbH, Braunschweig) pro Schale in Ab- bzw. 
Anwesenheit von 0,1 mM Bromodeoxyuridin (Sigma Chemie GmbH, 
Deisenhofen) zugegeben, und die Zellen wurden für 6 Stunden bei 37oC und 
5% CO2 inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 
unter Verwendung eines Zellkulturschabers mit 1 ml 0,1% (v/v) Essigsäure 
abgelöst und in Reagiergefäße überführt.  
 
2.2.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die photometrische Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte nach Bradford 
(1976) mit Rinderserumalbumin als Standard. 
 
2.2.6.3 Quantitative Bestimmung des [3H]-Thymidin-Einbaus 
Die asservierten Zellen wurden durch GF-50 Glasfaser Rundfilter (Schleicher & 
Schüll, Dassel) filtriert, und die Filter wurden zweimal mit 10 ml 6% (v/v) 
Trichloressigsäure und einmal mit 10 ml 95% Ethanol gewaschen. Die 
filtergebundene Radioaktivität als Maß des in DNA eingebauten [³H]-Thymidins 
wurde mit 5 ml ULTIMA GOLDTM Szintillationsflüssigkeit (Packard BioScience 
Company, Meriden, USA) in einem Szintillationszähler (Modell 1600 TR, 
Canberra Packard Instrument Company, Meriden, USA) gemessen. 
 
2.2.6.4 Auswertung 
Von den in Abwesenheit von Bromodeoxyuridin ermittelten Messwerten wurden 
die entsprechenden in Anwesenheit von Bromodeoxyuridin ermittelten 
Messwerte (Hemmung der DNA-Synthese) abgezogen und auf den 
Proteingehalt der gleichen Probe bezogen. 
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2.3 Neonatale Ratten-Kardiomyozyten 
2.3.1 Versuchstiere 
Es wurden 1 bis 3 Tage alte Wistar-Ratten (Charles-River Wiga GmbH, 
Sulzfeld) verwendet.  
 
2.3.2 Isolation von neonatalen Ratten-Kardiomyozyten 
Die 1-3 Tage alten neonatalen Ratten wurden durch Dekapitation getötet. Der 
Brustkorb wurde eröffnet, und das Herz wurde entnommen und in eiskalte PBS-
Lösung überführt. Nach Spülen mit PBS wurden ca. 20 Herzen mit Hilfe eines 
Skalpells zerkleinert, durch Anzentrifugieren abgetrennt und in 2 ml 0,25% 
Trypsin-Lösung verdaut. Nach kurzem Anzentrifugieren wurde der Überstand 
abpipettiert, und es wurden erneut 2 ml Trypsin-Lösung zu den Herzgewebe-
stücken gegeben. Nach zehnminütiger Inkubation im Wasserbad bei 37oC 
wurde der Überstand wieder abpipettiert, und es erfolgte ein Verdau der 
Gewebestücke mit 2,5 ml 0,05% Collagenase. Der Verdau wurde 5-10 mal bis 
zum vollständigen Verdau aller Gewebestücke wiederholt. Der die einzelnen 
Zellen enthaltende Überstand wurde in eine Kulturschale mit eiskaltem 
Dulbecco’s Medium/15% FKS (20 ml) überführt, um den Collagenase-Verdau 
zu stoppen. Danach wurde die Zellsuspension in eine mit Collagen-Lösung 
(0,15%) beschichtete Schale durch einen Cellstrainer (Becton-Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, USA) gegossen und anschließend für 30 Minuten bei 37oC 
und 5% CO2 inkubiert, um Kardiomyozyten im Überstand anzureichern. Der 
Überstand wurde für 10 Minuten bei 350 x g und Raumtemperatur zentrifugiert, 
und das Zellpellet wurde in 5 Milliliter serumhaltigem Ratten-Primärkultur-
medium (rPKM) resuspendiert. 20 µl der Zellsuspension wurden mit 80 µl 
Trypanblau-Lösung gemischt, und die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Kammer (Fischer Labworld, Bremen) ermittelt. Die Zellen wurden mit einer 
Dichte von 100.000 Zellen pro cm2 auf Gewebekulturschalen ausplattiert. 
 
Medien und Lösungen: 
Alle Lösungen und Medien wurden durch Autoklavieren oder durch Filtration 
sterilisiert. 
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1. 0,25% Trypsin-Lösung: 
 s. 2.2.2 
2. 0,05% Collagenase in PBS: 
 250 mg lyophilisierte Collagenase CLS II (Biochrom Berlin, Lot: H370; Typ 2 
Collagenase) 
 500 ml PBS 
3. Collagen-Lösung (0,15%): 
 s. 2.2.2 
4. Dulbecco’s Medium/15% FKS: 
 s. 2.2.2 
5. Serumhaltiges Ratten-Primärkulturmedium (12% Serum): 
 430 ml Dulbecco’s Medium (GibcoBRL, Eggenstein) 
 50 ml Horse Serum (GibcoBRL, Eggenstein) 
 10 ml FKS (GibcoBRL, Eggenstein) 
 2 mM L-Glutamin (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) 
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
6. Trypanblau-Lösung: 
 500 mg Trypanblau (Merck, Darmstadt) 
 100 mg NaCl 
 100 ml Aqua bidest. 
 
2.3.3 Zellkultur 
Nach der Isolation wurden die Kardiomyozyten für 72 Stunden bei 37oC und 5% 
CO2 inkubiert. Am 3. Kulturtag wurde das Medium erneuert, und am 4. Kulturtag 
wurde das serumhaltige Medium durch serumfreies rPKM ersetzt. Die Infektion 
mit AddnCREB oder AdCtr wurde am 5. Kulturtag wie jeweils angegeben 
durchgeführt. Dazu wurden die Zellen mit der Viruslösung, verdünnt im 
Dulbecco’s Medium mit 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin, für 6 
Stunden bei 37oC und 5% CO2 inkubiert, anschließend wurde die 
Infektionslösung durch frisches serumfreies rPKM ersetzt.  
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Medien und Lösungen: 
Das Medium wurde durch Filtration sterilisiert. 
1. Serumfreies Ratten-Primärkulturmedium : 
 490 ml Dulbecco’s Medium (GibcoBRL, Eggenstein) 
 2 mM L-Glutamin (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) 
 100.000 E/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (GibcoBRL, Eggenstein) 
 12,5 mg Albumin (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
 11,12 mg Insulin (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
 12,5 mg Transferrin (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
 
2.3.4 Untersuchung der Proteinexpression: Western Blot 
Die Quantifizierung von spezifischen Proteinen in infizierten Ratten-Kardiomyo-
zyten wurde durchgeführt wie unter 2.2.4 für Hühner-Kardiomyozyten 
beschrieben. 
 
2.3.5 Quantifizierung apoptotischer Zellkerne 
Apoptotische Zellkerne wurden anhand ihres Gehaltes hypodiploider DNA 
(Nachweis fragmentierter genomischer DNA) nach Nicoletti (1991) bestimmt. 
Die Kardiomyozyten wurden mit 0,25% Trypsin-Lösung (s. 2.2.2) lysiert und für 
10 Minuten bei 640 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 
in 700 µl Methanol/Aceton (1:1) für 30 Minuten bei –20oC fixiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit PBS wurde das Zellpellet mit 400 µl RNase (1 
mg/ml) (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) für 30 Minuten bei 4oC inkubiert. 
Dann wurde Propidiumiodid (Becton-Dickinson, Heidelberg) mit einer 
Endkonzentration von 2 µg/ml zu den Zell-Lysaten gegeben. Apoptotische 
hypodiploide Zellkerne wurden mit einem FACS (fluorescence-activated cell 
sorting) Gerät (FACS Calibur, Becton-Dickinson, Heidelberg) nachgewiesen 
(Nicoletti et al. 1991).  
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2.3.6 Untersuchung der Genexpression 
2.3.6.1 RNA Isolation  
Die Isolation von Gesamt-RNA aus Kardiomyozyten erfolgte unter Verwendung 
des RNeasy Mini Kits (Qiagen GmbH, Hilden) nach der Angabe des Herstellers. 
Die Gesamt-RNA von je 5 Mio. mit AddnCREB bzw. AdCtr infizierten (MOI = 3,4 
PFU/Zelle) Zellen wurde in 30 µl RNase-freiem Wasser aufgenommen. 
Die RNA-Konzentration wurde in einem Photometer (Kontron Instruments AG, 
Zürich, Schweiz) in Dreifachbestimmung bei einer Wellenlänge von 260 nm 
photometrisch ermittelt. Dabei entsprach eine optische Dichte von 25 einer 
Konzentration von 1 mg/ml (Maniatis et al. 1982). Zur Kontrolle der Reinheit der 
RNA wurde die optische Dichte bei 280 nm (Absorptionsmaxium für Proteine) 
bestimmt und der Quotient OD260/OD280 gebildet. Der Quotient lag jeweils in 
dem Bereich von 1,6 bis 1,8. Die Lagerung der RNA erfolgte bis zur weiteren 
Verwendung bei –80oC.  
 
2.3.6.2 RNA-Agarosegel 
Die aus infizierten Kardiomyozyten gewonnene Gesamt-RNA wurde auf denatu-
rierenden Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. 
Jeweils 2 µg Gesamt-RNA wurden mit Denaturierungspuffer versetzt und kurz 
anzentrifugiert. Danach wurden die Proben 2 Minuten auf 70oC erhitzt und nach 
Abkühlung auf Eis und Zugabe von Ladepuffer auf das Gel geladen. Die 
Elektrophorese erfolgte bei 80 V in 1 x MOPS. Die mit Ethidiumbromid (Sigma 
Chemie GmbH, Deisenhofen) gefärbten Gele wurden unter UV-Beleuchtung 




 63,3% deionisiertes Formamid (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
 1,3 x MOPS 
 8,7% säurefreies Formaldehyd 37% (Merck, Darmstadt) 
2. 10 x MOPS (pH 5,5-7,5): 
 0,2 M MOPS (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) 
 25 
 0,05 M Na-Acetat wasserfrei (Merck, Darmstadt) 
 0,01 M EDTA (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 
3. Ladepuffer: 
 50% Glycerin (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 50% Bromphenolblau-Lösung (Merck, Darmstadt), gesättigt  
4. Gelzusammensetzung: 
 1% Agarose (Boehringer, Mannheim) 
 1 x MOPS 
 2% Formaldehyd, säurefrei (Merck, Darmstadt) 
 0,0375% Ethidiumbromid (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) 
 
2.3.6.3 cDNA-Array-Hybridisierung 
Zur gleichzeitigen Untersuchung der mRNA-Expression von ca. 1200 Genen in 
Kardiomyozyten wurde das kommerziell erhältliche AtlasTM-Array-System 
(CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) verwendet. Für die Hybridisierung mit den 
auf den AtlasTM-Array-Membranen immobilisierten cDNAs wurde die isolierte 
Gesamt-RNA aus AddnCREB bzw. AdCtr (MOI = 3,4 PFU/Zelle) infizierten 
Kardiomyozyten unter Verwendung einer Mischung tausender genspezifischer 
Primer (CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) und reverser Transkriptase 
(CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) in cDNA umgeschrieben. Nach der 
Hybridisierung und hochstringenter Waschung der Membranen erfolgte eine 
Auswertung mit Hilfe des PhosphorImager®-Systems. 
Im einzelnen wurden 4 µg Gesamt-RNA (in einem Volumen von 5 µl) mit 2 µl 
cDNA Synthese Primer Mix für 2 Minuten bei 70oC denaturiert und 
anschließend für 2 Minuten bei 50oC inkubiert (Annealing). Dann wurde ein 
Master Mix (4 µl 5 x Reaktionspuffer, 2 µl 10 x dNTP Mix, 5 µl [á-32P] dATP, 1 µl 
100 mM Dithiothreitol, 1 µl rekombinantes Moloney-Murine Leukemia Virus 
Reverse Transkriptase) zugegeben, und der Reaktionsansatz wurde für 25 
Minuten bei 50oC inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl 10 x 
Terminationsmix gestoppt. Zur Abtrennung nichteingebauter Nukleotide wurde 
der NucleoSpin Nucleic Acid Purification Kit (CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) 
nach Herstellerangaben verwendet. Die gereinigten cDNAs wurden in 50 µl 
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Elutionspuffer (CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) eluiert. Die Bestimmung der 
eingebauten Radioaktivitäten erfolgte durch Radioaktivitätsmessung eines Ali-
quotes in einem â-Flüssigkeitsszintillationszähler (Modell 1600 TR, Canberra 
Packard Instrument Company, Meriden, USA) und betrug ca. 2-10 x 106 cpm/µl.  
Die AtlasTM-Arrays wurden in 5 ml Hybridisierungslösung mit 0,5 mg 
hitzedenaturierter Lachssperma-DNA (CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) bei 
68oC für 30 Minuten prähybridisiert, um unspezifische Bindungsaktivität zu 
blockieren. Die möglicherweise in den Eluaten 32P-markierter cDNAs noch 
vorhandene RNA wurde durch Zugabe von 1/10 Volumen 10 x Denaturierungs-
puffer (1 M NaOH, 10 mM EDTA) und eine zwanzigminütige Inkubation bei 
68oC verdaut. Nach Zugabe von 1/2 Volumen 2 x Neutralisierungspuffer (1 M 
NaH2PO4, pH 7,0) und einer zehnminütigen Inkubation bei 68oC wurden die 
markierten cDNAs mit der Prähybridisierungslösung gemischt, und die 
Hybridisation mit den AtlasTM-Arrays erfolgte bei 68oC über Nacht. Am nächsten 
Tag wurden die Membranen einmal für 30 Minuten bei 68oC in 2 x SSC, 1% 
SDS und einmal in 0,1 x SSC, 0,5% SDS für 30 Minuten bei 68oC und 
schließlich für 5 Minuten in 2 x SSC bei Raumtemperatur gewaschen. Die 
Membranen wurden in Haushaltsfolie eingeschweißt und in einer 
PhosphorImager®-Expositionskassette (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) für 
1-5 Tage exponiert. Anschließend erfolgte die Quantifizierung der Signale mit 
der ImageQuantTM Software Version 3.3 (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld). 
 
Lösungen: 
1. 20 x SSC (pH 7,0): 
 3 M NaCl 
 300 mM Natriumcitrat (Merck, Darmstadt) 
 
2.3.7  Bestätigung des cDNA-Arrays: Northern Blot 
2.3.7.1 cDNA-Sonden 
Gesamt-RNA aus infizierten Ratten-Kardiomyozyten wurde wie unter 2.3.6 
beschrieben präpariert und mittels reverse Transkriptase-Polymeraseketten-
reaktion (RT-PCR) in cDNA umgeschrieben. Die cDNA-Sonden, spezifisch für 
 27 
â-Arrestin 2, die á-Isoform der Proteinkinase C, die á-Untereinheit des 
herzspezifischen Natrium-Kanales, die á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-
Kanales sowie die á2-Untereinheit des inhibitorischen Guanin Nukleotid-
bindenden Proteins wurden mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) unter 
Verwendung genspezifischer 5’- und 3’-Primer synthetisiert. Die spezifischen 5’- 
und 3’-Primer wurden nach Angaben der CLONTECH, Palo Alto, CA, USA und 
durch MWG-Biotech, Ebersberg als Auftragssynthese hergestellt (siehe Tabelle 
1, Seite 32). Die cDNA-Sonde gegen Glyceraldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase (GAPDH) wurde von Frau R. Potthast, Institut für 
Pharmakologie und Toxikologie, Westfälische Wilhelms-Universität Münster 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die Lage der cDNA-Sonden und die 




Gesamt-RNA aus mit AddnCREB (MOI = 3,4 PFU/Zelle) infizierten Kardiomyo-
zyten wurde mit Oligo(dt)-Primern p(dt)18 mittels AdvantageTM RT-for PCR Kit 
(CLONTECH, Palo Alto, CA, USA) in cDNA umgeschrieben.  
Die cDNA-Synthese erfolgte in einem Reaktionsansatz von 20 µl mit 1 µg 
Gesamt-RNA in 12,5 µl Diethylpyrocarbonat-behandeltem Wasser (DEPC-
H2O), 1 µl Oligo (dt)18 Primer (20 pmol) sowie 6,5 µl RT-Mischung (s. unten). 
Die RNA und Primer wurden für 2 Minuten bei 70oC denaturiert und 
anschließend 5 Minuten auf Eis belassen. Die RT-Mischung bestand aus 5 x 
Reaktionspuffer (4 µl) , dNTP Mischung (jeweils, 10 mM 1 µl), rekombinantem 
RNase-Inhibitor (0,5 µl, 20 Units) sowie Moloney-Murine Leukemia Virus 
(MMLV) reverser Transkriptase (1 µl, 200 Units). Der Reaktionsansatz wurde 
für 60 Minuten bei 42oC inkubiert, und die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 
94oC für fünf Minuten beendet.  
Die cDNA-Sonden, spezifisch für â -Arrestin 2, die á-Isoform der Proteinkinase 
C, die á-Untereinheit des herzspezifischen Natrium-Kanales, die á2-Untereinheit 
des L-Typ Calcium-Kanales sowie die á2-Untereinheit des inhibitorischen 
Guanin Nukleotid-bindenden Proteins wurden mit Hilfe einer PCR-Reaktion 
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unter Verwendung genspezifischer 5’- und 3’-Primer amplifiziert. Die PCR-
Reaktion wurde in einem Reaktionsansatz von 50 µl durchgeführt, der 2 µl 
MgCl2 (50 mM) (GibcoBRL, Eggenstein), 5 µl 10 x Reaktionspuffer (GibcoBRL, 
Eggenstein), 1,5 µl dNTP Mischung (jeweils 17 mM) (Pharmacia Biotech 
Europa GmbH, Freiburg), je 1 µl genspezifische 5’- und 3’-Primer (50 pmol), je 
1 µl cDNA, 0,5 µl Taq Polymerase (2,5 Units) (GibcoBRL, Eggenstein) und 38 
µl Aqua bidest. (Merck, Darmstadt) enthielt. Die PCR erfolgte mit 30 Zyklen 
bestehend aus jeweils 1 Minute Denaturierung (94oC), 1 Minute Annealing (55 -
65°C; in Vorexperimenten für jedes Primerpaar optimiert) und 2 Minuten 
Synthese (72oC) und wurde in einem Thermocycler (Perkin-Elmer-Cycler, 
GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems, FosterCity, Califonia, USA) 
durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel mit 1 x TAE (40 
mM Tris-Acetat, 0,1 mM Na2EDTA, pH 8,0) elektrophoretisch aufgetrennt und 
mit Ethidiumbromid (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) visualisiert 
(Abbildung 3, Seite 35). Die jeweiligen Banden wurden aus dem Gel 
ausgeschnitten, und die darin enthaltenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe eines 
kommerziell erhältlichen Kits zur Gelextraktion (Qiagen GmbH, Hilden) isoliert 
und bis zur weiteren Verwendung als cDNA-Sonden für folgende Northern-
Blott-Analysen bei –20oC gelagert.  
 
Lösungen: 
1. DEPC-H  2O: 
 1 l Aqua bidest. 
 1 ml Diethylpyrocarbonat 
 12 Stunden Rühren bei 37oC, danach autoklavieren 
 
2.3.7.3 Markierung von cDNA-Sonden mit [32P]-dCTP 
Die radioaktive Markierung der Hybridisationssonden (cDNA-Sonden) erfolgte 
durch Anlagerung von nonameren Oligonukleotiden zufälliger Sequenz 
(„Random Priming“) mit Hilfe des Random Primed DNA Labeling Kits (Roche 
Molecular Biochemicals, Mannheim). Der Standardansatz wurde mit 25 ng 
cDNA und 50 µCi [á-32P] Desoxycytidintriphophat (dCTP, 3000 µCi/mmol, NEN-
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Du Pont, Bad Homburg) durchgeführt. Die 32P-markierten cDNAs wurden von 
nicht eingebauten Nukleotiden mit Hilfe des QIAquick Nucleotide Removal Kits 




1. TE (Tris-EDTA Puffer) (pH 7,5): 
 10  mM Tris (ICN Biomedicals Inc, Ohio, USA) 
 1 mM EDTA (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 
 
2.3.7.4 Hybridisierung  
Für die quantitative Auswertung der mRNA-Expression von â-Arrestin 2, der á-
Isoform der Proteinkinase C, der á-Untereinheit des herzspezifischen Natrium-
Kanales, der á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales sowie der á2-Unter-
einheit des inhibitorischen Guanin Nukleotid-bindenden Proteins und GAPDH 
(zur Standardisierung) wurden jeweils 10 µg Gesamt-RNA der mit AddnCREB 
bzw. AdCtr (MOI = 3,4 PFU/Zelle) infizierten Zellen sowie von nichtinfizierten 
Kardiomyozyten nach dem unter 2.3.6.2 beschriebenen Verfahren elektrophore-
tisch aufgetrennt und mit Hilfe des Kapillarblot-Verfahrens auf Nylonmembranen 
(Hybond N, Amersham Buchler GmbH, Braunschweig) übertragen. Im 
Anschluss fand eine Hybridisierung mit den jeweiligen radioaktiv-markierten 
cDNA-Sonden statt. Danach wurden die Northern Blots im PhosphorImager® 
(Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) für 1-5 Tage exponiert. Die quantitative 
Auswertung erfolgte mit der ImageQuantTM Software Version 3.3 (Molecular 
Dynamics GmbH, Krefeld), und die entsprechenden Signale wurden in 
PhosphorImager®-units (Einheiten) angegeben. Um Beladungsfehler 
auszuschließen, wurden alle Blots gegen die cDNA des „house keeping“-Genes 
Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) als putativ 
nichtverändertes Kontrollgen hybridisiert.  
Die Nylonmembranen wurden für 1 Stunde in Hybridisierungslösung (Carl Roth 
GmbH, Karlsruhe) mit 10 µg hitzedenaturierter Lachssperma-DNA (Boehringer, 
Mannheim) zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen inkubiert. Danach 
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wurde die radioaktiv-markierte cDNA-Sonde hinzugefügt, nachdem sie durch 
Erhitzen auf 95oC für 5 Minuten und anschließende sofortige Abkühlung auf Eis 
denaturiert wurde. Die Hybridisation der Northern Blot Membranen erfolgte  
über Nacht bei 57oC Inkubationstemperatur. 
Nach der Hybridisierung wurden die Membranen zweimal für 15 Minuten bei 
57oC in 2 x SSC, 0,1% SDS und anschließend einmal für 15 Minuten bei 57oC 
in 1 x SSC, 0,1% SDS gewaschen. Die noch feuchten Membranen wurden 
nach dem Waschen in Haushaltsfolie eingeschweißt und in PhosphorImager®-
Kassetten (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) für 1-5 Tage exponiert. 
Anschließend erfolgte die Quantifizierung der Signale mit der ImageQuant™ 
Software Version 3.3 (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld).  
Vor einer erneuten Hybridisierung der Blots wurden gebundene cDNA-Sonden 
durch Waschen mit kochender 0,4%-iger SDS-Lösung entfernt. Die Blots ver-
blieben bis zum Abkühlen auf Raumtemperatur in der Waschlösung und wurden 
anschließend für 48 Stunden im PhosphorImager® exponiert, um die Entfernung 
der markierten cDNA zu kontrollieren. Bis zum nächsten Hybridisierungs-
vorgang wurden die Nylonmembranen in mit 10 x SSC befeuchtetes Filterpapier 
eingeschweißt und bei 4oC gelagert. 
 
2.3.7.5 Standardisierung und Auswertung des Northern Blots 
Um mögliche Fehler durch unterschiedliche Beladung der Spuren auszu-
schließen, wurden alle Northern Blots nach der Hybridisierung gegen die zu 
untersuchenden Gene zusätzlich gegen GAPDH hybridisiert. GAPDH gilt als ein 
sog. „house keeping“-Gen, dessen Expression nach verschiedensten Stimuli 
weitgehend unverändert bleibt. Daher wurde eine unveränderte mRNA-
Expression von GAPDH nach Infektion mit AddnCREB bzw. AdCtr 
angenommen.  
Bei der Auswertung wurde die unspezifische Hintergrund-Aktivität für jede 
Membran bestimmt und von den eigentlichen Messwerten abgezogen. 
Anschließend wurden die auf die jeweiligen GAPDH-spezifischen Signale 
bezogenen Messwerte als Messgröße berechnet. 
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2.4 Statistische Auswertung 
Aus den Versuchsergebnissen wurden das arithmetische Mittel und der 
zugehörige Standardfehler des Mittelwertes errechnet. Die Abbildungen zeigen 
die Mittelwerte mit den zugehörigen Standardfehlern. Die statistische 
Signifikanz der Unterschiede wurde mittels t-Test nach Student beurteilt. P-



































































































































































































































































































































































































































































































































Tabelle1: Verwendete Primer 
Isoform-spezifische cDNA-Sonden für die Quantifizierung von mRNA in 
Northern Blot Untersuchungen wurden mittels reverse Transkriptase-Polyme-
rasekettenreaktion (RT-PCR) amplifiziert. Angegeben sind die Genbank-
Zugangsnummer und die jeweiligen 5’- und 3’-Primersequenzen, spezifisch für 
â-Arrestin 2, die á-Isoform der Proteinkinase C, die á-Untereinheit des 
herzspezifischen Natrium-Kanales, die á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-
Kanales und die á2-Untereinheit des inhibitorischen Guanin Nukleotid-
bindenden Proteins. Die Primersequenzen entsprachen den auf die AtlasTM-
Arrays aufgebrachten cDNAs (Herstellerangabe Fr. CLONTECH, Palo Alto, CA, 
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â-Arrestin 2 Attramadal et al. 1992 
Proteinkinase C, á-Isoform Ono et al. 1988 
herzspezifischer Natrium-Kanal, á-Untereinheit Rogart et al. 1989 
L-Typ Calcium-Kanal, á2-Untereinheit Kim et al. 1992 
Guanin Nukleotid-bindendes Protein Gi,  
á2-Untereinheit 
Jones und Reed 1987 
 
 
Abbildung 2: cDNA-Sonden 
A, B: Position und Länge (in kb) der für die Herstellung von cDNA-Sonden 
verwendeten PCR-Primer (schwarz) in kodierenden (grau) bzw. nicht-
kodierenden (weiß) Regionen der entsprechenden Gene. Die entsprechenden 
Literaturstellen, in denen die Primer beschrieben sind, sind in C angegeben. 
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Abbildung 3: DNA-Agarosegel 
Laufverhalten der mittels RT-PCR amplifizierten cDNA-Sonden für â-Arrestin 2 
(1) (244 bp), die á-Isoform der Proteinkinase C (2) (286 bp), die á-Untereinheit 
des herzspezifischen Natrium-Kanales (3) (330 bp), die á2-Untereinheit des L-
Typ Calcium-Kanales (4) (226 bp) und die á2-Untereinheit des inhibitorischen 
Guanin Nukleotid-bindenden Proteins (5) (203 bp) in der Agarosegel-
elektrophorese. In Spur 1 wurde ein 100 bp-Größenstandard (S) (MBI 
Fermentas, Vilnius, Litauen) geladen. Die jeweiligen erwarteten Fragment-





3.1 Embryonale Hühner-Kardiomyozyten 
Zur Etablierung der Methode wurden zunächst Untersuchungen an Hühner-
Kardiomyozyten durchgeführt, bevor weitere Messungen an neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten erfolgten. 
Im einzelnen wurden an Hühner-Kardiomyozyten folgende Untersuchungen 
vorgenommen: 
A)  Optimierung der Infektionsbedingungen durch Infektion mit AdLacZ 
B)  Nachweis von dnCREB in Western Blot 
C)  CRE-vermittelte transkriptionelle Aktivität 
D)  Effekt auf DNA-Replikation 
E)  Expression ausgewählter kardialer Proteine 
 
3.1.1 Optimierung der Infektionsbedingungen von 
Adenoviren 
Zunächst wurden die optimalen Infektionsbedingungen unter Verwendung von 
AdLacZ und anschließender X-Gal-Färbung in embryonalen Hühner-
Kardiomyozyten optimiert.  
 
3.1.1.1 Konzentrations- und Zeitabhängigkeit der Infektion 
embryonaler Hühner-Kardiomyozyten 
Zur Bestimmung optimaler Infektionsbedingungen wurden Hühner-Kardiomyo-
zyten für einen Zeitraum von 6, 12 oder 24 Stunden mit AdLacZ (jeweils MOI 
von 0,6, 2,5 sowie 8) inkubiert. Der Prozentsatz der mit X-Gal blaugefärbten 
embryonalen Hühner-Kardiomyozyten lag bei über 60% bei allen Unter-
suchungsbedingungen (Abbildung 4 B, Seite 46). Anhand der in Abbildung 4 A 
(Seite 45) dargestellten Zellmorphologie und der in Abbildung 4 B dargestellten 
Effizienzen der Expression von LacZ wurden optimale Infektionsbedingungen 
bei Infektion mit einer MOI von 2,5 PFU/Zelle und einer Infektionszeit von 6 
Stunden angenommen, die für alle weiteren Experimente an Hühner-
Kardiomyozyten angewendet wurden.  
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3.1.1.2 Zeitverlauf der â-Galactosidase-Expression nach 
adenovirus-vermitteltem Gentransfer 
Abbildung 5 A (Seite 47) zeigt den Anteil â-galactosidase-exprimierender 
Kardiomyozyten in Abhängigkeit von der Kultivierungszeit (57% ± 3% bei 24 
Stunden; 86% ± 5% bei 48 Stunden; 96% ± 2% bei 96 Stunden). Abbildung 5 B 
(Seite 47) zeigt die entsprechende Zellmorphologie. Für alle weiteren 
Untersuchungen wurde eine Kultivierungszeit von 48 Stunden ausgewählt. 
 
3.1.1.3 Konzentrationsabhängigkeit der dnCREB-Expression 
im Immunoblot 
Die Expression von dnCREB nach Infektion von Kardiomyozyten mit 
AddnCREB wurde auf Immunoblots überprüft. Zu diesem Zweck wurden die 
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen (ohne Virus, 0,6, 1,2, 1,8, 2,5, 5 
PFU/Zelle) von AddnCREB infiziert, für 48 Stunden kultiviert und anschließend 
homogenisiert. 100 µg Zell-Homogenat wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt 
und auf Nitrocellulosemembranen übertragen. Nach Inkubation mit einem 
gegen CREB gerichteten Antikörper und nach Nachweis des ersten Antikörpers 
mit 125I-markiertem Protein A wurden die Antigene mit Hilfe des Phospho-
Imager®-Auswertungsgerätes visualisiert. Abbildung 6 (Seite 49) zeigt einen 
Anstieg des CREB-spezifischen Signals in Abhängigkeit von den eingesetzten 
Konzentrationen von AddnCREB.  
 
3.1.2 Überexpression von dnCREB 
Nach der Ermittelung der optimalen Infektionsbedingungen von Adenoviren 
(MOI = 2,5 PFU/Zelle, Infektionszeit = 6 Stunden) wurden embryonale Hühner-
Kardiomyozyten mit AddnCREB bzw. Kontrollvirus (AdCtr) für weitere 
Untersuchungen infiziert. 
 
3.1.2.1 Protein Expression im Immunoblot 
Die Expression von dnCREB in embryonalen Hühner-Kardiomyozyten wurde 
auf Immunoblots untersucht. Die Zellen wurden entsprechend den unter 3.1.1 
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beschriebenen Bedingungen mit AddnCREB infiziert und für 48 Stunden bis zur 
anschließenden Präparation von Zell-Homogenaten kultiviert. 100 µg Protein 
wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembranen transferiert 
und unter Verwendung des Anti-CREB-Antikörpers und [125I]-Protein A im 
Immunoblot untersucht. Abbildung 7 (Seite 50) zeigt eine 5fache 
Überexpression (5,9 ± 0,6 x 104 PhosphorImager®-Einheiten bei AddnCREB; 
1,1 ± 0,2 x 104 PhosphorImager®-Einheiten bei AdCtr) des Transkriptionsfaktors 
dnCREB in den mit AddnCREB infizierten embryonalen Hühner-
Kardiomyozyten gegenüber den mit dem Kontrollvirus infizierten Zellen - unter 
der Annahme, dass der verwendete Antikörper dnCREB und endogenes 
nichtmutiertes CREB mit gleicher Affinität erkennt.  
 
3.1.2.2 Funktionelle Untersuchung: Luziferase-Assay 
Um zu untersuchen, ob eine Überexpression von dnCREB in Kardiomyozyten 
einen Effekt auf die durch das cAMP-responsive Element (CRE) vermittelte 
Aktivierung der Gentranskription hat - also ob dnCREB funktionell aktiv ist -
wurden mit einem CRE-kontrollierten Luziferase-Reportergenkonstrukt transient 
transfizierte Kardiomyozyten mit AddnCREB bzw. AdCtr in steigenden 
Konzentrationen infiziert, und die mit Forskolin stimulierte (10 µM, 6 Stunden) 
Luziferase-Aktivität wurde gemessen (Abbildung 8, Seite 51). Dabei wurde die 
mit Forskolin stimulierte Luziferase-Aktivität auf die jeweilige Aktivität ohne 
Stimulation (Lösungsmittelkontrolle) bezogen, um die relative Aktivierung der 
CRE-vermittelten Transkription durch Forskolin zu messen. Die Bedingungen 
der Stimulation mit Forskolin (10 µM, 6 Stunden) wurden Voruntersuchungen 
entsprechend ausgewählt (Müller et al. 2001), nach denen die CRE-vermittelte 
transkriptionelle Aktivierung unter diesen Bedingungen fast maximal war. Nicht 
infizierte Kardiomyozyten zeigten eine 3,5 ± 0,7fache Steigerung der 
Gentranskription durch Forskolin, und dieser Effekt war nach virusvermittelter 




Um zu untersuchen, ob eine virusvermittelte Expression von dnCREB einen 
Effekt auf die DNA-Replikation von neonatalen Kardiomyozyten ausübt, wurden 
mit AddnCREB bzw. AdCtr infizierte Kardiomyozyten (MOI = 2,5 PFU/Zelle) für 
48 Stunden nach Infektion kultiviert und anschließend für weitere 6 Stunden mit 
1 µCi [3H]-Thymidin behandelt. Der Einbau von [3H]-Thymidin in DNA wurde 
bestimmt und auf den entsprechenden Proteingehalt bezogen. Sowohl der  
Proteingehalt als auch der auf den Proteingehalt bezogene Einbau von [3H]-
Thymidin in DNA war nach Infektion mit AddnCREB im Vergleich zur Infektion 
mit  AdCtr nicht verschieden (Abbildung 9, Seite 52).  
  
3.1.3 Expression kardialer Proteine 
Um zu untersuchen, ob eine virusvermittelte Expression von dnCREB einen 
Einfluss auf die Expression verschiedener myokardialer Proteine hat, wurden 
die Proteine CSQ, TnI sowie á-Aktin auf Immunoblots nach Infektion mit 
AddnCREB bzw. AdCtr bestimmt (Abbildung 10, Seite 54). Es gab keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den mit AddnCREB infizierten 
embryonalen Hühner-Kardiomyozyten und den AdCtr-infizierten Zellen.  
 
3.2 Neonatale Ratten-Kardiomyozyten 
Nach Vorexperimenten an Hühner-Kardiomyozyten wurden im weiteren 
folgende Untersuchungen an neonatalen Ratten-Kardiomyozyten durchgeführt: 
A)  Optimierung der Infektionsbedingungen 
B)  Untersuchung der dnCREB-Expression 
C)  Bestimmung apoptotischer Zellen Nuklei 




3.2.1 Optimierung der Infektionsbedingungen von 
Adenoviren 
Als Vorversuch wurden die neonatalen Ratten-Kardiomyozyten unter 
verschiedenen Bedingungen mit AdLacZ infiziert, um entsprechend den 
Vorexperimenten an embryonalen Hühner-Kardiomyozyten die Infektions-
bedingungen zu optimieren. 
Abbildung 11 (Seite 55) zeigt lichtmikroskopische Fotografien von unter 
verschiedenen Bedingungen mit AdLacZ infizierten neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten nach Anfärbung mit X-Gal. Ähnlich dem Vorbefund an 
embryonalen Hühner-Kardiomyozyten zeigten sich optimale Infektions-
bedingungen mit einer MOI von 3,4 PFU/Zelle und einer Inkubationszeit mit den 
Adenoviren von 6 Stunden. 
 
3.2.2 Konzentrations- und Zeitabhängigkeit der dnCREB-
Expression 
Neonatale Ratten-Kardiomyozyten wurden unter Berücksichtigung der unter 
3.2.1 beschriebenen Infektionsbedingungen mit AddnCREB infiziert, und die 
Expression von dnCREB wurde unter Verwendung eines CREB-spezifischen 
polyklonalen Antikörpers auf Immunoblots untersucht. 
 
3.2.2.1 Konzentrationsabhängigkeit der dnCREB-Expression 
Die Expression von dnCREB in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten wurde nach 
Infektion mit unterschiedlicher MOI von AddnCREB (ohne Virus, 0,3, 0,9, 3,4, 5 
PFU/Zelle) untersucht und zeigte einen Anstieg von dnCREB in Abhängigkeit 
von der MOI (Abbildung 12, Seite 57).  
 
3.2.2.2 Zeitverlauf der dnCREB-Expression 
Um den zeitlichen Verlauf der dnCREB-Expression nach Infektion von Ratten-
Kardiomyozyten mit AddnCREB zu untersuchen, wurden neonatale Ratten-
Kardiomyozyten mit AddnCREB infiziert (MOI = 3,4 PFU/Zelle) und 8, 24, 48 
bzw. 72 Stunden nach der Infektion homogenisiert und im Immunoblot 
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untersucht (Abbildung 13, Seite 58). Nach einer Kultivierungszeit von 48 
Stunden war die Expression von dnCREB maximal. 
 
3.2.3 Bestimmung apoptotischer Zellkerne 
Um einen Effekt einer virusvermittelten Expression von dnCREB auf die 
Auslösung von Apoptose in Ratten-Kardiomyozyten zu untersuchen, wurde der 
Anteil hypodiploider Nuklei an der Gesamtzahl der Zellkerne als Maß für den 
Anteil apoptotischer Zellen in den mit AddnCREB bzw. AdCtr (MOI = 3,4 
PFU/Zelle) infizierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten durchfluss-
zytofluorometrisch bestimmt (Abbildung 14, Seite 59). Es gab keine 
signifikanten Unterschiede zwischen mit AddnCREB und AdCtr infizierten 
Kardiomyozyten sowohl 24 Stunden als auch 48 Stunden nach der Infektion.  
 
3.2.4 cDNA-Array-Analyse 
Um mögliche Zielgene einer CRE-vermittelten transkriptionellen Regulation im 
Herzen zu identifizieren, wurde die Expression von ca. 1200 Genen auf mRNA-
Ebene in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten nach Infektion mit AddnCREB 
bzw. AdCtr durch cDNA-Array-Hybridisierung untersucht. 
 
3.2.4.1 Qualität der Gesamt-RNA-Präparation 
Die Qualität der Gesamt-RNA aus infizierten Kardiomyozyten wurde vor 
Einsetzen in die Hybridisation mit den auf die Array-Membranen aufgebrachten 
cDNAs überprüft. Zunächst wurde die Reinheit der RNA-Präparation als 
Quotient der OD bei 260 nm Wellenlänge (Absorptionsmaximum von RNA und 
DNA) zur OD bei 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) photometrisch 
bestimmt (OD260/280). Der Quotient lag jeweils in dem Bereich von 1,6 bis 1,8 
entsprechend dem in der Literatur angegebenen Wert für hochreine RNA 
(Maniatis et al. 1982). Eine eventuelle Degradation der RNA wurde durch 
elektrophoretische Auftrennung von 2 µg Gesamt-RNA im Agarosegel und 
Anfärbung mit Ethidiumbromid unter Verwendung eines UV-Transilluminators 




Die cDNA-Array-Membranen wurden mit 32P-markierten cDNAs hybridisiert, die 
aus Gesamt-RNA-Präparationen von neonatalen Ratten-Kardiomyozyten nach 
Infektion mit AddnCREB bzw. AdCtr revers transkribiert worden waren. Nach 
Waschung unter hochstringenten Bedingungen wurden die Membranen mit 
Hilfe des PhosphorImager®-Systems ausgewertet (Abbildung 16, Seite 61). 
Beispielhaft ist das Signal für CREB durch einen Pfeil gekennzeichnet. 
 
3.2.4.3 Quantifizierung  
Die membrangebundene Radioaktivität für alle ca. 1200 aufgebrachten Gene 
wurde mit Hilfe des PhosphorImager®-Systems quantifiziert. In Tabelle 2 (Seite 
63) sind die nach cDNA-Array-Hybridisierung vermehrt (Verhältnis der 
Signalstärke AddnCREB-Infektion:AdCtr-Infektion  2,0) bzw. vermindert (Ratio 
 0,5) exprimierten Gene aufgeführt, und diese verändert exprimierten Gene 
wurden entsprechend ihren funktionellen Eigenschaften zusammengefasst. 
Angegeben sind jeweils die Signalstärke, das daraus errechnete Verhältnis 
(Ratio), die Genbank-Zugangsnummer und die Genbezeichnung. 
 
3.2.4.4 Auswertung der cDNA-Array-Hybridisierung: Gene mit 
gesteigerter Expression nach AddnCREB Infektion 
Mehrere der nach Infektion mit AddnCREB verändert exprimierten Gene sind 
möglicherweise von Bedeutung für die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz 
und in Abbildung 17 (Seite 66) als Auswahl aus Tabelle 2 gesondert aufgeführt. 
 
3.2.5 Northern Blot Quantifizierung ausgewählter Gene 
Ausgewählte Resultate der cDNA-Array-Hybridisierung wurden durch Northern-
Blot-Analysen validiert. Zu diesem Zweck wurde Gesamt-RNA aus den mit 
AddnCREB bzw. AdCtr infizierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten 
präpariert. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von 10 µg Gesamt-
RNA pro Spur und Transfer auf Nylonmembranen und Hybridisierung mit den 
jeweiligen genspezifischen 32P-markierten cDNA-Sonden wurde die membran-
 43 
gebundene Radioaktivität ausgewertet. Als Negativkontrolle wurden die 
Northern Blots mit einer cDNA-Sonde für GAPDH (Glyceraldehyd-3-phosphat-
dehydrogenase) hybridisiert, die als nicht verändert exprimiertes „house 
keeping“-Gen angesehen werden kann. 
 
3.2.5.1 Quantifizierung der mRNA-Expression von G iá-2 
Abbildung 18 A (Seite 67) zeigt die Autoradiografie eines Northern Blots nach 
Hybridisation mit Giá-2- bzw. GAPDH-spezifischen cDNA-Sonden und zeigt 
einen selektiven Anstieg von Giá-2 nach Infektion mit AddnCREB in Ratten-
Kardiomyozyten. Die auf GAPDH bezogenen Signale für Giá-2 aus 5 
unabhängigen Experimenten sind in Abbildung 18 B (Seite 67) dargestellt. Die 
mRNA-Expression von Giá-2 in den mit AddnCREB infizierten neonatalen 
Ratten-Kardiomyozyten nahm im Vergleich zu den mit AdCtr infizierten 
Kardiomyozyten auf mehr als das Doppelte zu (PhosphorImager®-Einheiten; 
Mittelwert ± Standardfehler: AddnCREB: 185 ± 11*; AdCtr: 79 ± 4; *p < 0,05).  
 
3.2.5.2 Quantifizierung der mRNA-Expression der á2-
Untereinheit des L-Typ Ca2+-Kanales  
Teilabbildung 19 A (Seite 69) zeigt die Autoradiografie eines Northern Blots 
nach Hybridisation mit Sonden spezifisch für den L-Typ Calcium-Kanal (á2-
Untereinheit) bzw. GAPDH und zeigt einen Anstieg der á2-Untereinheit des L-
Typ Calcium-Kanales nach Infektion mit AddnCREB. Die quantitative 
Auswertung (Teilabbildung 19 B, Seite 69) ergab eine Zunahme in AddnCREB-
infizierten Ratten-Kardiomyozyten auf mehr als das Doppelte im Vergleich zu 
mit AdCtr infizierten Kardiomyozyten (PhosphorImager®-Einheiten; Mittelwert ± 
Standardfehler: AddnCREB: 32 ± 5*; AdCtr: 15 ± 2; *p < 0,05).  
 
 44 
3.2.5.3 Quantifizierung der mRNA-Expression der á-Isoform 
der  Proteinkinase C  
Teilabbildung 20 A (Seite 71) zeigt die Autoradiografie eines Northern Blots 
nach Hybridisation mit Sonden spezifisch für die á-Isoform der PKC bzw. 
GAPDH und zeigt einen Anstieg der á-Isoform der PKC nach Infektion mit 
AddnCREB. Die quantitative Auswertung (Teilabbildung 20 B, Seite 71)  ergab 
eine Zunahme in AddnCREB-infizierten Ratten-Kardiomyozyten auf ca. 150% 
im Vergleich zu mit AdCtr infizierten Kardiomyozyten (PhosphorImager®-
Einheiten; Mittelwert ± Standardfehler: AddnCREB: 65 ± 6*; AdCtr: 42 ± 6; *p < 
0,05).  
 
3.2.5.4 Quantifizierung der mRNA-Expression von â-Arrestin 2 
Teilabbildung 21 A (Seite 73) zeigt die Autoradiografie eines Northern Blots 
nach Hybridisation mit Sonden spezifisch für â-Arrestin 2 bzw. GAPDH und 
zeigt einen Anstieg von â-Arrestin 2 nach Infektion mit AddnCREB. Die 
quantitative Auswertung (Teilabbildung 21 B, Seite 73) ergab eine Zunahme in 
AddnCREB-infizierten Ratten-Kardiomyozyten auf ca. 150% im Vergleich zu mit 
AdCtr infizierten Kardiomyozyten (PhosphorImager®-Einheiten; Mittelwert ± 
Standardfehler: AddnCREB: 72 ± 7*; AdCtr: 47 ± 6; *p < 0,05).  
  
3.2.5.5 Quantifizierung der mRNA-Expression der á-
Untereinheit des Na+-Kanales 
Teilabbildung 22 A (Seite 75) zeigt die Autoradiografie eines Northern Blots 
nach Hybridisation mit Sonden spezifisch für die á-Untereinheit des Natrium-
Kanales bzw. GAPDH und zeigt einen Anstieg der á-Untereinheit des Natrium-
Kanales nach Infektion mit AddnCREB. Die quantitative Auswertung 
(Teilabbildung 22 B, Seite 75) ergab eine nicht signifikante Zunahme in 
AddnCREB-infizierten Ratten-Kardiomyozyten im Vergleich zu den mit AdCtr 
infizierten Kardiomyozyten (PhosphorImager®-Einheiten; Mittelwert ± 










Abbildung 4: Konzentrations- und Zeitabhängigkeit der Infek-
tion embryonaler Hühner-Kardiomyozyten mit AdLacZ 
A: Morphologie der mit X-Gal gefärbten embryonalen Hühner-Kardiomyozyten 
nach Infektion mit AdLacZ. B: Prozentualer Anteil â-galactosidase-
exprimierender embryonaler Hühner-Kardiomyozyten nach X-Gal-Färbung. Die 
Anzahl der untersuchten Proben ist angegeben (n). In Abwesenheit von AdLacZ 
wurden keine blaugefärbten Kardiomyozyten beobachtet, und die Anzahl der X-
Gal-positiven Zellen war abhängig von der eingesetzten Virusmenge. Bei 
Infektion mit einer Virusmenge von 8 MOI zeigten sich morphologische 
Veränderungen der Kardiomyozyten. Als optimale Infektionsbedingungen 
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Abbildung 5: Zeitverlauf der â-Galactosidase-Expression nach 
adenovirus-vermitteltem Gentransfer 
A: Prozentualer Anteil X-Gal-gefärbter embryonaler Hühner-Kardiomyozyten in 
Abhängigkeit von der Kultivierungszeit. Die Anzahl der untersuchten Proben ist 
angegeben (n). B: Phasenkontrast-mikroskopische Fotografie X-Gal-gefärbter 





Abbildung 6: Abhängigkeit der dnCREB-Expression von der 
Menge eingesetzter Adenoviren 
Embryonale Hühner-Kardiomyozyten wurden mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen von AddnCREB infiziert und für 48 h kultiviert. 100 µg Zellprotein pro 
Spur wurden in einem 10%-igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch 
aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran und Inkubation mit 
einem polyklonalen Anti-CREB-Antikörper erfolgte die Visualisierung mittels 













































Abbildung 7: Abschätzung des Grades der Überexpression von 
dnCREB im Vergleich mit endogenem CREB 
Unter optimalen Infektionsbedingungen (MOI = 2,5 PFU/Zelle, Infektionsdauer = 
6 Stunden) mit AddnCREB bzw. AdCtr wurde der Gehalt von dnCREB bzw. 
CREB im Immunoblot untersucht (repräsentative Autoradiografie im Inset). Die 
Auswertung der dnCREB/CREB-spezifischen Signale von 10 unabhängigen 
Experimenten ergab eine etwa 5fache Überexpression von dnCREB nach 
Infektion mit AddnCREB – unter der Annahme gleicher Affinitäten des 
verwendeten CREB-spezifischen Antikörpers für dnCREB und endogenes 
CREB. Signifikante Unterschiede gegenüber den mit AdCtr infizierten Zellen 
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Abbildung 8: Luziferase-Assay 
Forskolin-induzierte Aktivierung der CRE-vermittelten Gentranskription in mit 
AddnCREB bzw. AdCtr infizierten embryonalen Hühner-Kardiomyozyten. Die 
Kardiomyozyten wurden mit einem CRE-kontrollierten Luziferase-
Reportergenkonstrukt wie unter 2.2.5.1 beschrieben transient transfiziert, 
anschließend mit AddnCREB bzw. AdCtr in verschiedener MOI infiziert und 
nach 48 h mit Forskolin (10 µM) oder einer Lösungsmittel (DMSO) für weitere 6 
Stunden behandelt. Dargestellt ist die Aktivität der mit Forskolin stimulierten 
CRE-vermittelten Aktivierung der Transkription (relative Luziferase-Aktivität 
nach Forskolin bezogen auf relative Luziferase-Aktivität nach DMSO) gegen die 
MOI der in die Infektion eingesetzten Adenoviren aus 6 unabhängigen 
Experimenten. Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 gegenüber den mit AdCtr 
infizierten Zellen sind durch einen Stern gekennzeichnet. 
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Abbildung 9: [3H]-Thymidin-Einbau 
Einfluss der Infektion mit AddnCREB bzw. AdCtr auf die DNA-Replikation in 
embryonalen Hühner-Kardiomyozyten. Die Zellen wurden für 48 h mit 
AddnCREB bzw. AdCtr infiziert (MOI = 2,5 PFU/Zelle) und anschließend für 6 h 
mit 1 µCi [3H]-Thymidin inkubiert. Nach Extraktion und Quantifizierung des 
Zellproteins (A) erfolgte die Bestimmung des inkorporierten Tritiums pro µg 
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Abbildung 10: Expression kardialer Proteine 
Dargestellt sind repräsentative Autoradiografien von Immunoblots für 
Calsequestrin (CSQ), die inhibitorische Untereinheit des Troponins (TnI) und a-
Aktin (Insets) sowie die quantitative Auswertung der jeweiligen Signale aus 10 
unabhängigen Experimenten. Das apparente Molekulargewicht ist am linken 
Bildrand der Autoradiografie angegeben.  
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Abbildung 11   
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Abbildung 11: b-Galactosidase-Expression in neonatalen 
Ratten-Kardiomyozyten nach Infektion mit AdLacZ 
Neonatale Ratten-Kardiomyozyten wurden mit unterschiedlichen 
Konzentrationen von AdLacZ für 2, 6, 12 und 24 Stunden infiziert, und nach 
Kultivierung der Zellen für weitere 48 Stunden wurde eine Farbreaktion für â -
Galactosidase durchgeführt. Es zeigte sich eine Anfärbung in Abhängigkeit von 
der MOI und der Dauer der Infektion, wobei die Kardiomyozyten 
morphologische Veränderungen bei einer MOI > 3,4 und einer Infektionsdauer 
> 6 Stunden aufwiesen. Als optimale Infektionsbedingungen ergaben sich 
demnach eine MOI von 3,4 PFU/Zelle sowie eine Inkubationszeit von 6 h.  
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Abbildung 12: Expression von dnCREB in Ratten-Kardiomyozy-
ten nach Infektion mit unterschiedlicher MOI von AddnCREB 
Kardiomyozyten wurden mit AddnCREB in verschiedenen MOIs für 6 Stunden 
infiziert. Nach Kultur für weitere 48 Stunden wurde die Expression von dnCREB 
bzw. CREB im Immunoblot unter Verwendung eines CREB-spezifischen 
Antikörpers untersucht. Das apparente Molekulargewicht ist am linken Bildrand 




Abbildung 13: Zeitverlauf der dnCREB-Expression 
Neonatale Ratten-Kardiomyozyten wurden mit AddnCREB infiziert (MOI = 3,4 
PFU/Zelle, 6 Stunden Infektionsdauer) und 8, 24, 48 bzw. 72 Stunden nach der 
Infektion homogenisiert. Die Expression von dnCREB bzw. CREB wurde mit 
einem CREB-spezifischen Antikörper untersucht. Das apparente 
Molekulargewicht ist am linken Bildrand angegeben. Es zeigte sich eine 
Expression von dnCREB in Abhängigkeit von der Zeit nach der Infektion. 
 
 
































Abbildung 14: Bestimmung hypodiploider Nuklei in der 
Durchflusszytometrie. 
Neonatale Ratten-Kardiomyozyten wurden mit AddnCREB bzw. AdCtr (MOI = 
3,4 PFU/Zelle, 6 Stunden) infiziert, für 24 h bzw. 48 h bei 37oC inkubiert und 
anschließend in Methanol:Aceton (1:1) fixiert. Die Bestimmung der 
hypodiploiden Zellkerne erfolgte durch durchflusszytofluorometrische Messung 
in einem FACS Gerät (FACS Calibur, Becton-Dickinson, Heidelberg) mit Hilfe 
des Cell-Cycle-Kits von Becton/Dickinson nach Angaben des Herstellers in 
jeweils 4 unabhängigen Experimenten. Die Ordinate bezeichnet den 




Abbildung 15: RNA-Agarosegel 
Fotografie eines Ethidiumbromid-gefärbten (UV-Durchlicht) Agarosegels (1%). 
Pro Spur sind 2 µg Gesamt-RNA von mit AddnCREB bzw. AdCtr infizierten 
neonatalen Ratten-Kardiomyozyten aufgetragen (MOI = 3,4 PFU/Zelle). Die 




















Abbildung 16: cDNA-Array-Analyse. 
PhosphorImager-Autoradiografien von cDNA-Arrays nach Hybridisierung mit 
revers transkribierten cDNAs aus Gesamt-RNA-Präparationen von neonatalen 
Ratten-Kardiomyozyten, die mit AddnCREB (A) bzw. AdCtr (B) infiziert wurden 
(jeweils MOI = 3,4 PFU/Zelle, 6 Stunden). Beispielhaft ist das Signal für CREB 




























 A. Regulatoren des Zellzyklus 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 





684623 184848 3,7 D14015 G1/S-specific cyclin E (CCNE) 
282241 108428 2,6 L32591 growth arrest and DNA-
damage-inducible protein 45 
(GADD45) 
263800 130313 2,0 X70871 G2/M-specific cyclin G 
(CCNG) 
 
 B. Antigene der Zelloberfläche 
    Signalstärke      
AddnCREB   AdCtr 





299142 100279 3,0 AF017437 integrin-associated protein 
form 4 
 
 C. Extrazelluläre Signalisierung 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 





183813 86368 2,1 M18416 early growth response protein 
1 (EGR1) 
 
 D. Intrazelluläre Signalisierung 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 





469266 229828 2,0 M91590 beta-arrestin 2 (ARRB2) 
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 E. Ionenkanäle/Transportproteine 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 





234791 81450 2,9 M64373 voltage-dependent P/Q-type 
calcium channel alpha-1A 
subunit (CACNA1A) 
265216 101510 2,6 D42145 ATP-sensitive inward rectifier 
potassium subfamily J 
member 8 (KCNJ8) 
78839 38221 2,1 AF013598 proton gated cation channel 
drasic 
 
 F. Metabolische Wege 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 





263125 95796 2,7 X12554 cytochrome c oxidase, subunit 
VIa, heart 
479450 187784 2,6 M22642 cytosolic thymidine kinase 
(TK1) 
2245847 963371 2,3 X14209 cytochrome c oxidase, subunit 
IV, mitochondrial 
108895 52137 2,1 L09216 pancreatic lipase related 
protein 2 precursor 
1012569 513546 2,0 S79304 cytochrome c oxidase, subunit 
I, Sertoli cells 
 
 G. Rezeptoren 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 





244168 123442 2,0 L19660 gastric inhibitory polypeptide 
receptor precursor (GIP-R) 
107063 54632 2,0 U04317 fos-responsive related to IL-1 
receptor Fit-1M 
35788 69741 0,5 U21954 EHK 3 
51129 100758 0,5 M91599 fibroblast growth factor 
receptor subtype 4 
38766 76801 0,5 X78689 EHK1 
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 H. Verkehr-/Zielproteine 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 





112520 53665 2,1 M95734 syntaxin A 
  
 I. Transkriptionsfaktoren 
    Signalstärke 
AddnCREB   AdCtr 









Tabelle 2: Differentiell exprimierte Gene nach Überexpression 
von dnCREB. 
Aufstellung der nach Überexpression von dnCREB in neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten um mehr als 100% vermehrt bzw. 50% vermindert exprimierten 
Gene. Angegeben sind jeweils die auf den hybridisierten cDNA-Array-
Membranen gebundene Aktivität, das Verhältnis der Signale von dnCREB-
exprimierenden zu kontrollvirus-infizierten Kardiomyozyten (Ratio) sowie die 

















































































































Abbildung 17: Auswahl verändert exprimierter Gene nach 
Infektion mit AddnCREB 
Dargestellt sind die Verhältnisse der Signalstärken ausgewählter, 
möglicherweise funktionell relevanter Zielgene von Ratten-Kardiomyozyten 
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Abbildung 18: Northern-Blot-Analyse für G iá-2 
A: PhosphorImager-Autoradiografie von Northern Blots mit Gesamt-RNA aus 
AddnCREB- bzw. AdCtr-infizierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten nach 
Hybridisation mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden für Giá-2 bzw. GAPDH, der 
RNA-Standard ist am linken Bildrand markiert. B: Statistische Auswertung.  
Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 gegenüber den mit AdCtr infizierten 
Zellen sind durch einen Stern gekennzeichnet. 
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Abbildung 19: Northern-Blot-Analyse für die á2-Untereinheit des 
L-Typ Ca2+-Kanales  
A: PhosphorImager-Autoradiografie von Northern Blots mit Gesamt-RNA aus 
AddnCREB- bzw. AdCtr-infizierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten nach 
Hybridisation mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden für L-Typ Ca2+-Kanal, á2-
Untereinheit bzw. GAPDH, der RNA-Standard ist am linken Bildrand markiert. 
B: Statistische Auswertung. Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 gegenüber 
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Abbildung 20: Northern Blot für die á-Isoform der PKC 
A: PhosphorImager-Autoradiografie von Northern Blots mit Gesamt-RNA aus 
AddnCREB- bzw. AdCtr-infizierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten nach 
Hybridisation mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden für PKC, á-Isoform bzw. 
GAPDH, der RNA-Standard ist am linken Bildrand markiert. B: Statistische 
Auswertung. Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 gegenüber den mit AdCtr 
























































Abbildung 21: Northern Blot für â-Arrestin 2 
A: PhosphorImager-Autoradiografie von Northern Blots mit Gesamt-RNA aus 
AddnCREB- bzw. AdCtr-infizierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten nach 
Hybridisation mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden für â-Arrestin 2 bzw. 
GAPDH, der RNA-Standard ist am linken Bildrand markiert. B: Statistische 
Auswertung. Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 gegenüber den mit AdCtr 










































































Abbildung 22: Northern Blot für die á-Untereinheit des herzspe-
zifischen Natrium-Kanales 
A: PhosphorImager-Autoradiografie von Northern Blots mit Gesamt-RNA aus 
AddnCREB- bzw. AdCtr-infizierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten nach 
Hybridisation mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden für die á-Untereinheit des 
herzspezifischen Natrium-Kanales bzw. GAPDH, der RNA-Standard ist am 




In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer adenovirus-vermittelten 
Expression einer dominant-negativen Mutante des Transkriptionsfaktors CREB 
(dnCREB) auf die Regulation der Expression myokardialer Gene in primär 
kultivierten embryonalen Hühner-Kardiomyozyten und neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten untersucht. Als wichtige Ergebnisse dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass (1.) eine bis zu 5fache Überexpression von dnCREB (im 
Vergleich zur endogenen nicht mutierten Form von CREB) in Abhängigkeit von 
der Menge eingesetzter Viruspartikel durch Infektion mit einem entsprechenden 
rekombinanten Adenovirus in Hühner-Kardiomyozyten bzw. Ratten-Kardiomyo-
zyten erreicht werden kann, dass (2.) eine Überexpression von dnCREB die 
Aktivierung der CRE-vermittelten Transkription in Hühner-Kardiomyozyten 
hemmt und dass (3.) die Expression verschiedener kardialer regulatorischer 
Proteine, im einzelnen von â-Arrestin 2, der á-Isoform der Proteinkinase C, der 
á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales und der á2-Untereinheit des 
inhibitorischen Guanin Nukleotid-bindenden Proteins nach Überexpression von 
dnCREB in Ratten-Kardiomyozyten verändert ist. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine dominant-negative Mutante des 
Transkriptionsfaktors CREB durch adenovirus-vermittelten Gentransfer in 
Hühner-Kardiomyozyten überexprimiert, um die Bedeutung einer durch das 
cAMP-responsive Element vermittelten transkriptionellen Aktivierung für die 
Regulation von Expressionsveränderungen kardialer regulatorischer Proteine 
im Herzen zu untersuchen. Die Infektion von Organen oder kultivierten Zellen 
mit replikationsdefizienten rekombinanten Adenoviren ist eine effiziente 
Methode zur Expression von Zielgenen. Kirshenbaum et al. (1993) beschrieben 
eine adenovirus-vermittelte Expression von LacZ in primär kultivierten adulten 
Ventrikelmyozyten und erzielten eine Effizienz des Gentransfers von nahezu 
100% in Bezug auf die Anzahl exprimierender Zellen. Im weiteren stellen primär 
kultivierte Hühner-Kardiomyozyten ein etabliertes Modell zur Untersuchung der 
kardialen Genregulation (Lau 1993; Eschenhagen et al. 1996) und der CRE-
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vermittelten transkriptionellen Aktivierung dar (Goldspink und Russell 1994; 
Müller et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst optimale 
Bedingungen für einen adenovirus-vermittelten Gentransfer in Hühner-Kardio-
myozyten mit Hilfe eines rekombinanten Adenovirus zur Expression von â-
Galactosidase ermittelt. Optimale Bedingungen (> 90% infizierte Zellen, 
Abwesenheit morphologischer Veränderungen der Kardiomyozyten im 
Vergleich mit nicht infizierten Kardiomyozyten) wurden bei Infektion mit einer 
MOI von 2,5 PFU/Zelle und einer Inkubation der Zellen mit den Adenoviren für 6 
Stunden bei 37oC gefunden. Diese Werte entsprechen Resultaten von Donahue 
et al. (1997), nach denen nach Infektion von ventrikulären Kardiomyozyten des 
Kaninchens mit einem rekombinanten Adenovirus zur Expression von â-
Galactosidase bei einer MOI von 5 PFU/Zelle, einer Inkubationszeit mit den 
eingesetzten Viren von mehr als 100 Minuten und einer Temperatur von 37oC 
mehr als 80% der Zellen eine positive Farbreaktion zeigten. 
 
Im weiteren wurde die adenovirus-vermittelte Überexpression von dnCREB, 
einer dominant-negativen Mutante des Transkriptionsfaktors CREB, anhand 
von Immunoblots untersucht. Ein polyklonaler Anti-CREB-Antikörper erkannte 
zwei Isoformen von CREB von einem apparenten Molekulargewicht von 43kDa, 
CREB341 und CREB327, in Einklang mit publizierten Ergebnissen (Meyer und 
Habener 1993). Beide Isoformen werden durch alternatives Spleißen von 
derselben mRNA gebildet und unterscheiden sich durch die An- bzw. Abwe-
senheit von 14 Aminosäuren. Es ist bislang nicht geklärt, ob funktionelle Unter-
schiede zwischen beiden Isoformen bestehen. Im Vergleich mit CREB341 
fanden Yamamoto et al. (1990) in Transfektionsassays eine um den Faktor 10 
geringere Aktivität von CREB327, wohingegen andere Gruppen eine 
vergleichbare Aktivität beider Isoformen aktivierendes Transkriptionsfaktors 
belegten (Berkowitz und Gilman 1990; Ruppert et al. 1992). Bei der in der 
vorliegenden Arbeit überexprimierten CREB-Mutante dnCREB handelt es sich 
um die längere Isoform CREB341, bei der das für eine transkriptionelle 
Aktivierung erforderliche Serin in Position 133 (Acceptor-Site einer 
Phosphorylierung durch die Proteinkinase A) durch Alanin ersetzt wurde 
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(Struthers et al. 1991). Es zeigte sich eine Zunahme des immunologischen 
Signals für CREB, die abhängig von der Menge eingesetzter Viruspartikel war, 
was eine erfolgreiche Überexpression von dnCREB belegt. Dabei zeigte sich 
ein Anstieg beider CREB-Isoformen, auch wenn nur eine Isoform, CREB341 - in 
mutierter Form - überexprimiert wurde. Ein ähnlicher Effekt wurde auch an 
transgenen Mäusen mit herzspezifischer Expression von dnCREB beobachtet, 
die ebenfalls einen Anstieg beider Isoformen zeigten (Fentzke et al. 1998). Es 
ist letztlich nicht bekannt, warum auch die Expression der kürzeren Isoform 
(CREB327) nach Infektion mit AddnCREB gesteigert ist; es ist jedoch prinzipiell 
denkbar, dass die virusvermittelte Überexpression von dnCREB über bislang 
unbekannte Kompensationsmechanismen die Expression des endogenen 
CREB und damit auch der kürzeren Isoform CREB327 beeinflusst. Eine 
maximale Expression von dnCREB wurde 2 Tage nach Beginn der Infektion mit 
AddnCREB beobachtet. Dies steht in Einklang mit Daten von Donahue et al. 
(1997) und Hajjar et al. (1997). Es wurden daher alle weiteren Untersuchungen 
an AddnCREB-infizierten Kardiomyozyten zu diesem Zeitpunkt durchgeführt. 
 
Nachdem im Immunoblot eine Überexpression von dnCREB in Hühner-
Kardiomyozyten gezeigt werden konnte, wurde an mit einem CRE-kontrollierten 
Luziferase-Reportergenkonstrukt transient transfizierten Hühner-Kardiomyo-
zyten untersucht, ob eine Überexpression von dnCREB die CRE-vermittelte 
transkriptionelle Aktivierung hemmt - also, ob überexprimiertes dnCREB 
funktionell aktiv im Sinne eines repressorischen Transkriptionsfaktors ist. In 
kontrollvirus-infizierten Zellen zeigte sich eine ca. 4fache Erhöhung der 
Luziferase-Aktivität nach Stimulation mit Forskolin, einem Aktivator der 
Adenylatcyclase. Diese Aktivierung ist geringer als in nichtinfizierten Hühner-
Kardiomyozyten beschrieben (Müller et al. 2001), so dass unspezifische Effekte 
durch die Infektion nicht ausgeschlossen werden können. Im Vergleich zu den 
kontrollvirus-infizierten Zellen war die transkriptionelle Aktivierung durch 
Forskolin in dnCREB-überexprimierenden Hühner-Kardiomyozyten fast 
aufgehoben. Dieser Effekt war abhängig von der Menge an eingesetztem Virus 
und belegt, dass das in Kardiomyozyten überexprimierte dnCREB Protein 
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tatsächlich funktionell aktiv im Sinne eines repressorisch wirksamen 
Transkriptionsfaktors war. 
 
Um grundlegende Veränderungen z.B. in Bezug auf die DNA-Replikation oder 
auf die Expression funktionell bedeutsamer kardialer Proteine nach Hemmung 
der CRE-vermittelten Gentranskription zu untersuchen, wurden der Einbau von 
[3H]-Thymidin sowie die Expression von Calsequestrin, der inhibitorischen 
Untereinheit des Troponins (TnI) und á-Aktin nach Infektion von Hühner-
Kardiomyozyten mit AddnCREB untersucht. Nach virusvermittelter 
Überexpression von dnCREB waren weder der Einbau von [3H]-Thymidin noch 
die Expression von Calsequestrin, der inhibitorischen Untereinheit des 
Troponins und á-Aktin verändert. Letzteres Ergebnis steht in Einklang mit Daten 
an transgenen Mäusen mit herzspezifischer Überexpression von dnCREB, nach 
denen die Expression von TnI und Aktin in transgenen Herzen nicht verändert 
war (Fentzke et al. 1998). Zusammenfassend ergaben die Befunde an Hühner-
Kardiomyozyten, dass (1.) dnCREB nach Infektion mit AddnCREB 
(über)exprimiert wird, dass (2.) überexprimiertes dnCREB die transkriptionelle 
Aktivierung durch das cAMP-responsive Element hemmt und dass (3.) die 
Überexpression von dnCREB keinen Effekt auf DNA-Replikation und 
Expression von Calsequestrin, der inhibitorischen Untereinheit des Troponins 
und á-Aktin hatte.  
 
Im weiteren wurden Untersuchungen an neonatalen Kardiomyozyten der Ratte 
durchgeführt, um die Expression einer Vielzahl von Genen anhand von 
kommerziell erhältlichen cDNA-Arrays mit ca. 1200 auf eine Nylonmembran 
aufgebrachten rattenspezifischen cDNAs nach Überexpression von dnCREB 
vergleichend zu untersuchen. In Analogie zu den Hühner-Kardiomyozyten 
wurden zunächst optimale Infektionsbedingungen ermittelt, und diese 
Bedingungen (MOI von 3,4 PFU/Zelle, optimale Infektionszeit von 6 Stunden 
bei 37oC) waren ähnlich den für die Hühner-Kardiomyozyten ermittelten und 
den in der Literatur für Ratten-Kardiomyozyten beschriebenen Bedingungen 
(Hajjar et al. 1997). Entsprechend den Versuchen an Hühner-Kardiomyozyten 
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wurde eine von der Menge eingesetzter Viruspartikel abhängige 
Überexpression von dnCREB im Immunoblot nachgewiesen, und wie bei den 
Hühner-Kardiomyozyten zeigte sich auch in Kardiomyozyten der Ratte eine 
vermehrte Expression auch der kürzeren Isoform CREB327 nach Infektion mit 
AddnCREB. 
 
Die cDNA-Array-Analyse in dnCREB-überexprimierenden Ratten-
Kardiomyozyten hat ergeben, dass von den 1176 untersuchten Genen 182 
Gene eine mehr als 1,5fach erhöhte Expression und 4 Gene eine auf die Hälfte 
oder weniger verringerte Expression im Vergleich zu Kontrolle aufwiesen. Dies 
belegt, dass eine Vielzahl myozytärer Gene in ihrer Expression durch eine 
Überexpression von dnCREB, also eine Hemmung der CRE-vermittelten 
Transkription, beeinflusst wird, was eine wichtige Funktion der CRE-vermittelten 
transkriptionellen Regulation in Kardiomyozyten nahelegt. Die übrigen 990 
Gene wurden entweder nach Hybridisation mit aus kardiomyozytären mRNAs 
umgeschriebenen cDNAs nicht detektiert oder waren in ihrer Expression im 
Rahmen der genannten Grenzen nicht verändert. Die in der cDNA-Array-
Analyse erfassten Gene lassen sich anhand ihrer funktionellen Eigenschaften 
einteilen. Die 186 nach Infektion mit AddnCREB verändert exprimierten Gene 
sind nicht auf bestimmte funktionelle Bereiche beschränkt, was für eine 
Beeinflussung verschiedener Zellfunktionen durch eine Hemmung der CRE-
vermittelten Transkription spricht. Da die cDNA-Array-Analyse nur einen groben 
Anhalt für eine veränderte Genexpression liefern kann, wurden daraus erhal-
tene Ergebnisse mit anderen Methoden, z.B. anhand von Northern-Blot-
Analysen, validiert. Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit solche Gene 
ausgewählt, die möglicherweise eine funktionelle Bedeutung für die 
Pathophysiologie der Herzinsuffizienz haben. Im einzelnen wurde die 
Expression von â-Arrestin 2, der á-Isoform der Proteinkinase C, der á-
Untereinheit des herzspezifischen Natrium-Kanales, der á2-Untereinheit des L-
Typ Calcium-Kanales und der á2-Untereinheit des inhibitorischen Guanin 
Nukleotid-bindenden Proteins (Giá-2) nach Infektion von Ratten-Kardiomyozyten 
mit AddnCREB bzw. AdCtr anhand von Northern Blots untersucht. Hier zeigte 
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sich eine Zunahme der Giá-2 mRNA auf 234% nach Überexpression von 
dnCREB. Die Zunahme war nicht auf eine unterschiedliche Beladung der RNA-
Gele zurückzuführen, da sich die Hybridisationssignale für die Glyceraldehyd-3-
phosphat-dehydrogenase (GAPDH), deren Expression als Negativkontrolle auf 
denselben Blots bestimmt worden war, zwischen beiden Gruppen nicht 
unterschieden. Eine vermehrte Expression von Giá-2 mRNA bzw. Gi Protein 
wurde in menschlichen myokardialen Gewebeproben von terminal insuffizienten 
Herzen beobachtet (Feldman et al. 1988; Neumann et al. 1988; Böhm et al. 
1990; Eschenhagen et al. 1992b) und wird als wesentliche Ursache für 
funktionelle Veränderungen des insuffizienten Herzen angesehen, die sich 
klinisch als eine verminderte Wirkung und Potenz von â-Adrenozeptor-
Agonisten bei herzinsuffizienten Patienten zeigen (Übersicht bei Mittmann et al. 
1998). In insuffizienten Herzen wurde eine Erhöhung von Gi Protein bzw. Giá-2 
mRNA auf 137% bzw. 175% bis 190% beobachtet (Böhm et al. 1990; Neumann 
et al. 1988; Eschenhagen et al. 1992b). Die hier nach Überexpression von 
dnCREB beobachtete Erhöhung von Giá-2 mRNA auf 234% ist demnach in 
ihrem Ausmaß mit Befunden bei menschlicher Herzinsuffizienz vergleichbar. 
Bislang ist die Ursache des erhöhten Gi-Gehaltes in insuffizienten menschlichen 
Herzen auf molekularer Ebene nicht geklärt. In Ratten zeigte sich nach 
mehrtägiger Stimulation in vivo mit dem â-Adrenozeptor-Agonisten Isoprenalin 
ein Anstieg sowohl von Gi Protein als auch von Giá-2 mRNA und der 
transkriptionellen Aktivität des Giá-2 Genes (Mende et al. 1992; Eschenhagen et 
al. 1992a; Müller et al. 1993), so dass eine Regulation auf der Ebene der 
Gentranskription angenommen werden kann. Der hier erhobene Befund, dass 
Giá-2 mRNA nach adenovirus-vermittelter Überexpression von dnCREB erhöht 
ist, spricht für eine Bedeutung der CRE-vermittelten transkriptionellen 
Aktivierung bzw. deren Hemmung für die Regulation der Giá-2 Expression und 
somit für die Regulation eines für die Herzfunktion als wesentlich angesehenen 
Proteins. Es ist dabei anzunehmen, dass die erhöhte Expression von Giá-2 
mRNA nach Überexpression von dnCREB nicht direkt, etwa durch cAMP-
responsive Elemente im Giá-2 Genpromotor, reguliert wird - die im Giá-2 
Genpromotor nicht vorkommen - sondern dass weitere, bislang nicht bekannte 
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zwischengeschaltete Mechanismen, z.B. durch andere Transkriptionsfaktoren 
vermittelt, an der Aktivierung der Giá-2 Genexpression nach Hemmung der CRE-
vermittelten transkriptionellen Aktivierung beteiligt sind. 
Die Expression von dnCREB führte in Kardiomyozyten zu einer Zunahme der 
mRNA der á2-Untereinheit des spannungsabhängigen L-Typ Calcium-Kanales 
auf 221% der Kontrolle. In verschiedenen experimentellen Modellen sowie an 
Patienten mit hypertrophischer Kardiomyopathie wurde eine Regulation der 
Expression der á2-Untereinheit des spannungsabhängigen L-Typ Calcium-
Kanales am Herzen beobachtet. In Patienten mit hypertrophischer 
Kardiomyopathie wurde eine erhöhte Dichte des L-Typ Calcium-Kanales 
nachgewiesen (Wagner et al. 1989; Haase et al. 1996). Wagner et al. (1986) 
beschrieben eine Erhöhung der Bindungsstellen für Calcium-Antagonisten im 
Tiermodell des syrischen kardiomyopathischen Hamsters, und eine Calcium-
Überladung von Kardiomyozyten wurde als Ursache der kardiomyopathischen 
Veränderung in diesem Tiermodell angesehen. Eine Erhöhung der Expression 
der á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales wurde ebenfalls nach Stimu-
lation von neonatalen Ratten-Kardiomyozyten mit Isoprenalin beobachtet, und 
Run-on Assays deuteten auf eine transkriptionelle Regulation dieser 
vermehrten Expression hin (Fan et al. 2000). Demnach könnte eine Regulation 
der Expressionszunahme der á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales von 
Relevanz für das Krankheitsgeschehen der hypertrophischen Kardiomyopathie 
sein. Da in mit einem CRE-kontrollierten Reportergenkonstrukt transient trans-
fizierten Hühner-Kardiomyozyten eine Desensitivierung der CRE-vermittelten 
transkriptionellen Aktivierung nach Stimulation mit Isoprenalin beobachtet 
wurde (Müller et al. 2001) und da - wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt - die 
Überexpression von dnCREB sowohl zu einer Hemmung der CRE-vermittelten 
transkriptionellen Aktivierung als auch zu einer gesteigerten Expression der á2-
Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales führte, könnte eine Desensitivierung 
der CRE-vermittelten transkriptionellen Aktivierung die nach Isoprenalin-
Stimulation beobachtete gesteigerte Expression der á2-Untereinheit des L-Typ 
Calcium-Kanales (Fan et al. 2000) zumindest teilweise erklären.  
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Im weiteren wurde in dieser Arbeit die Expression der á-Isoform der Protein-
kinase C (PKC) auf mRNA-Ebene nach virusvermittelter Überexpression von 
dnCREB untersucht.  Es zeigte sich eine Zunahme der PKCá mRNA auf 156% 
der Kontrolle. Eine gesteigerte Expression dieser Isoform wird als eine 
möglicherweise funktionell relevante Veränderung bei Herzinsuffizienz ange-
sehen. In angereicherten Membranen aus insuffizienten menschlichen Herzen 
wurden sowohl eine um 70% erhöhte Expression der á -Isoform der 
Proteinkinase C als auch eine Zunahme der gesamten PKC-Aktivität beobach-
tet, und diese erhöhte Expression wurde durch immunohistologische Unter-
suchungen in Kardiomyozyten lokalisiert (Bowling et al. 1999). Muth et al. 
(2001) zeigten an transgenen Mäusen mit herzspezifischer Überexpression der 
á1C-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales eine vermehrte Expression der 
PKCá und vermuteten, dass diese Erhöhung ursächlich mit der in diesem Tier-
modell beobachteten Herzhypertrophie in Zusammenhang steht. Ferner wurde 
von Wang et al. (1999) eine signifikante Erhöhung sowohl der Expression der 
PKCá-Isoform als auch der PKC-Aktivität in einem Hamster-Modell der 
Kardiomyopathie (UM-X7.1 Hamster) beobachtet. Darüber hinaus wurde 
gezeigt, dass die Proteinkinase C die transkriptionelle Aktivität der Gene der 
kardialen Myosin-Leicht-Kette und des atrialen natriuretischen Faktors reguliert, 
deren Expression charakteristischerweise bei myokardialer Hypertrophie 
gesteigert ist (Kariya et al. 1991; Decock et al. 1994). Im Genpromotor für PKCá 
der Ratte bzw. Maus wurden bislang keine CREs beschrieben (Tani et al. 1993; 
Desai et al. 1999). Somit müssen wie auch bei der Erhöhung von Giá-2 bzw. der 
á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales weitere zwischengeschaltete 
Mechanismen angenommen werden, die nach Hemmung der CRE-vermittelten 
Transkription die Expression anderer Gene steigern. Denkbar wäre eine 
Hemmung der Expression eines gemeinsamen transkriptionellen Repressors in 
den Promotoren der genannten Gene, die auch für das Krankheitsgeschehen 
der menschlichen Herzinsuffizienz von Bedeutung sein könnte.  
â-Arrestin Proteine spielen eine Rolle bei der Desensitivierung und Internalisa-
tion von â-Adrenozeptoren und somit für die Entkopplung der â -Adrenozeptoren 
von der Adenylatcyclase (Übersicht bei Ferguson et al. 1998). In der 
 85 
vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Erhöhung der mRNA-Expression 
von â-Arrestin 2 auf 153% nach Überexpression von dnCREB in neonatalen 
Ratten-Kardiomyozyten ermittelt. Ein ähnlicher Befund wurde von Vinge et al. 
(2001) an einem Rattenmodell der myokardialen Ischämie berichtet, nach dem 
2 Tage nach Ligation der linken Koronararterie â-Arrestin 2 in beiden Ventrikeln 
auf mRNA-Ebene signifikant erhöht war. Bei der menschlichen Herzinsuffizienz 
wurde keine veränderte Expression von â -Arrestin 1 und 2 beobachtet (Ungerer 
et al. 1994) wie auch im Rattenherzen nach einstündiger Ischämie (Ungerer et 
al. 1996). Demnach spricht die hier beobachtete Erhöhung von â -Arrestin 2 für 
eine spezifische Rolle der CRE-vermittelten transkriptionellen Aktivierung bzw. 
deren Hemmung für die Regulation der â-Arrestin 2 Expression, und es ist 
denkbar, dass die CRE-vermittelte Regulation zu der nach längerfristiger 
Ischämie beobachteten Heraufregulation von â -Arrestin 2 beiträgt. Es ist jedoch 
unklar, welche Unterschiede zwischen der Überexpression von dnCREB und 
dem Rattenherzen nach 2-tägiger Ischämie einerseits und der menschlichen 
Herzinsuffizienz andererseits bestehen, die im menschlichen Herzen zu einer 
gleichbleibenden Expression von â-Arrestin 2 führen. 
Auch wenn in der cDNA-Array-Analyse eine gesteigerte Expression der á-
Untereinheit des herzspezifischen Natrium-Kanales gemessen wurde, zeigte 
die nachfolgende Northern-Blot-Analyse keine signifikant unterschiedliche 
Expression nach Überexpression von dnCREB. Diese Diskrepanz steht in 
Einklang mit Untersuchungen zur Validierung der cDNA-Array-Analyse, nach 
denen nur ca. 70% der in der cDNA-Array-Analyse auf 200% erhöhten Gene 
auch durch Northern-Blot-Analyse als vermehrt exprimiert bestätigt wurden 
(Firma Clontech, unveröffentlichte Produktinformation).  
 
Verschiedene Studien belegen, dass die terminale Herzinsuffizienz des Men-
schen mit einem vermehrten Auftreten von Apoptose einhergeht (Kang und 
Izumo 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden daher apoptotische Zellen nach 
Überexpression von dnCREB in Kardiomyozyten quantifiziert, und es wurde 
keine vermehrte Apoptose durch Überexpression von dnCREB beobachtet. 
Dieser Befund steht in Einklang mit Daten von Fentzke et al. (1998) an trans-
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genen Mäusen mit herzspezifischer Überexpression von dnCREB, die ebenfalls 
keine vermehrte Apoptose zeigten. Neuere Befunde unter Verwendung des 
gleichen dnCREB-Adenovirus zeigten, dass ein antiapoptotischer Effekt von 
IGF-I (insulin-like growth factor) in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten durch 
eine vermehrte Expression des antiapoptotischen Proteins bcl-2 erklärt werden 
kann, die durch eine Aktivierung von CREB vermittelt wird (Mehrhof et al. 
2001). In dieser Studie zeigte sich nach virusvermittelter Überexpression von 
dnCREB eine Aufhebung des antiapoptotischen Effektes von IGF-I sowie einer 
erhöhten Expression von bcl-2 nach IGF-I Stimulation. Allerdings führte die 
alleinige Überexpression von dnCREB auch in dieser Studie nicht zu vermehr-
ter Apoptose.  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine virusvermittelte Expression 
der CREB-Mutante dnCREB die Regulation der Genexpression in Kardiomyo-
zyten beeinflusst, und dass z.T. Veränderungen der Genexpression ausgelöst 
werden, wie sie auch bei der terminalen Herzinsuffizienz des Menschen 
beobachtet worden sind. Dieser Befund deutet auf eine spezifische Rolle der 
durch das cAMP-responsive Element (CRE) und daran bindende 
Transkriptionsfaktoren der CREB/CREM-Familie vermittelten Regulation der 
Genexpression am Herzen und möglicherweise für das Krankheitsgeschehen 
der terminalen Herzinsuffizienz. Die hier vorgelegten Ergebnisse stehen in 
Einklang mit Befunden an transgenen Mäusen mit herzspezifischer Über-
expression von dnCREB, die einen kardialen Phänotyp im Sinne einer Herz-
insuffizienz aufwiesen (Fentzke et al. 1998). Dabei wurden die an dnCREB-
überexprimierenden Mäusen und hier an Kardiomyozyten beobachteten 
Veränderungen der myokardialen Funktion bzw. der myozytären Gen-
expression nach einer Hemmung der CRE-vermittelten transkriptionellen 
Aktivierung durch dnCREB beobachtet, die in der vorliegenden Arbeit nach 
transienter Transfektion eines CRE-kontrollierten Reportergenkonstruktes in 
embryonalen Hühner-Kardiomyozyten belegt werden konnte. Eine Über-
expression von dnCREB kann demnach nur eine verminderte Expression von 
Zielgenen durch direkte Hemmung der CRE-vermittelten Transkription erklären. 
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Andere, indirekte Effekte müssen an der Regulation der gesteigerten 
Expression der hier in Northern-Blot-Analysen untersuchten Gene beteiligt sein. 
Die Untersuchung dieser indirekten Effekte sollte wesentlich zum Verständnis 
der Bedeutung der CRE-vermittelten Gentranskription am Herzen beitragen. 
Neuere Befunde belegen, dass eine Hemmung der durch das CRE vermittelten 
transkriptionellen Aktivierung in (nicht infizierten) Kardiomyozyten tatsächlich 
auftritt. In embryonalen Hühner-Kardiomyozyten führte eine 1-tägige Stimulation 
mit Forskolin bzw. mit Isoprenalin in Gegenwart eines Phosphodiesterase-
Hemmstoffes zu einer deutlichen Hemmung der CRE-vermittelten 
transkriptionellen Aktivierung durch Forskolin, und dieser Effekt ging mit einer 
verminderten Expression von CREB Protein einher (Müller et al. 2001). Somit 
könnte eine Desensitivierung der CRE-vermittelten transkriptionellen Regulation 
nach chronischer â-adrenerger Stimulation des cAMP-abhängigen Signalweges 
durch vermehrt ausgeschüttete Plasmacatecholamine zu der veränderten 




Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Effektes einer adenovirus-
vermittelten Überexpression einer dominant-negativen Mutante des 
Transkriptionsfaktors CREB (dnCREB) auf die Regulation der Genexpression 
myokardialer Proteine. An primär kultivierten embryonalen Hühner-
Kardiomyozyten wurden zunächst optimale Bedingungen für die virusvermittelte 
Expression (Menge eingesetzter Viren, Infektionsparameter) bestimmt, und der 
Effekt einer Überexpression von dnCREB auf die durch das cAMP-responsive 
Element (CRE) vermittelte Aktivierung der Gentranskription sowie auf die DNA-
Syntheserate und die Expression der myokardialen Proteine CSQ, TnI und á-
Aktin wurde untersucht. Die Überexpression von dnCREB in Hühner-Kardio-
myozyten führte zu einer Hemmung der CRE-vermittelten transkriptionellen 
Aktivierung. Die DNA-Syntheserate sowie die Expression von CSQ, TnI und á-
Aktin waren nach Überexpression von dnCREB nicht verändert.  
 
Anhand von cDNA-Array-Hybridisierungen wurde die Expression von ca. 1200 
Genen in Kardiomyozyten der Ratte nach Überexpression von dnCREB  
gleichzeitig untersucht. Die Expression einiger ausgewählter Gene, die einen 
Anstieg der mRNA-Expression nach Überexpression von dnCREB anhand der 
cDNA-Array-Hybridisierungen zeigten, wurde anhand von Northern Blots 
validiert. Im einzelnen wurde die Expression von â-Arrestin 2, der á-Isoform der 
Proteinkinase C, der á-Untereinheit des herzspezifischen Natrium-Kanales, der 
á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales sowie der á2-Untereinheit des 
inhibitorischen Guanin Nukleotid-bindenden Proteins in Northern-Blot-Analysen 
untersucht. Bei unveränderter Expression von GAPDH war die Expression von 
Giá-2, der á2-Untereinheit des L-Typ Calcium-Kanales, der á-Isoform der 
Proteinkinase C und â-Arrestin 2 auf 234%, 221%, 156% und 153% nach 
Überexpression von dnCREB erhöht. Somit konnten wichtige Zielgene einer 
CRE-vermittelten Regulation der Transkription in Kardiomyozyten identifiziert 
werden. Eine Veränderung der CRE-vermittelten transkriptionellen Aktivierung 
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